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1. INTRODUZIONE 
 
I mitocondri sono organelli cellulari presenti in tutti gli organismi, ad eccezione dei 
batteri in cui sono assenti e alcuni tipi cellulari quali gli eritrociti in cui vengono persi 
durante il differenziamento. Richard Altmann nel 1886 li osservò per primo 
definendoli "bioblasti"; successivamente Carl Benda nel 1909 ne fornì una descrizione 
più accurata e coniò il termine 'mitocondrio' (dal greco, mìtos, filo, e khondrós, 
granello,chicco).  
 
 
Tra il 1948 e il 1950 grazie alle ricerche di E.Kennedy e A.Lehninger si scoprì che in 
questi organelli hanno luogo importanti processi legati alla respirazione cellulare, tra 
cui il ciclo di Krebs, la fosforilazione ossidativa e buona parte della beta-ossidazione 
degli acidi grassi (Saraste, 1999). I mitocondri sono pertanto considerati le centrali 
Fig.1 – Rappresentazione schematica della struttura del mitocondrio (modificato da 
http://commons.wikimedia.org/wiki/File%3AMitochondrion_(standalone_version)-en.svg) 
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energetiche della cellula ed i principali responsabili dell’intero metabolismo cellulare. 
Nel 1963 i coniugi Nass dimostrarono l'esistenza di un genoma mitocondriale 
relativamente indipendente da quello nucleare (Nass e Nass, 1963); ciò aumentò la 
fiducia nei confronti dei sostenitori dell’origine endosimbiontica delle cellule 
eucariote, tra i quali Lynn Margulis (Sagan, 1967) che fu la prima a fornire evidenze 
basate su analisi genetiche e microbiologiche, ovvero utilizzando il linguaggio della 
moderna biologia molecolare e cellulare. 
 
 
1.1. La teoria endosimbiontica 
 
Secondo questa visione l’origine di alcuni organelli delle cellule eucariote è da 
ricercarsi in ipotetiche relazioni simbiotiche ancestrali risalenti a 2 miliardi di anni fa 
tra le cellule eucariote primitive e alcuni protobatteri (Lang et al, 1999). La teoria oggi 
generalmente accettata, prevede che i mitocondri attuali derivino da procarioti 
primordiali fagocitati da cellule proto-eucariotiche primitive con le quali avrebbero 
Fig.2 – Schema dei principali processi legati alla respirazione cellulare. (modificato da “ Di 
Mauro et al, 2013”)  
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stabilito una relazione di simbiosi mutualistica (endosimbiosi). I cloroplasti invece 
sembrano derivare da antichi esponenti dei cianobatteri.  
La teoria si inserisce in maniera coerente con la visione emersa dalle idee di Oparin e 
Haldane negli anni 20, al cui affermarsi hanno contribuito gli esperimenti di Miller e 
Ulrey del 1953, secondo i quali l’atmosfera terrestre primordiale subì una radicale 
trasformazione, passando da un ambiente riducente (contenente idrogeno, ammonio e 
metano) ad uno ossidante (contenente ossigeno, azoto e anidride carbonica) per cui gli 
organismi furono costretti ad evolvere delle strategie efficaci nel contrastare gli effetti 
potenzialmente letali dell’ossigeno e dei radicali liberi sulle funzioni proteiche e 
cellulari. I primi ad adattarsi a un ambiente così mutevole furono i procarioti, al 
contrario delle prime cellule eucariote dotate di una minor capacità di evolvere 
rapidamente una risposta ad un cambiamento di tale portata; ciò fornì le basi per un 
reciproco sostentamento. In questa simbiosi ciascuno dei partner trovava il suo 
vantaggio: il procariote detossificava l’ossigeno che minacciava l’eucariota fornendo 
sottoprodotti utili; quest’ultimo invece forniva protezione fisica ed una fonte gratuita 
di nutrimento. 
Numerosi sono oggi i dati suffraganti la teoria, tra cui i più importanti sono:  
- L’associazione simbiotica intracellulare non è un evento eccezionale. Infatti nel 
mondo biologico attuale sono noti esempi di associazioni simbiotiche stabili in cui una 
o più cellule, per esempio alghe fotosintetiche, sono accettate come ospiti intracellulari 
definitivi da diversi tipi di organismi con cui stabiliscono un reciproco vantaggio. 
- I mitocondri sono organelli che presentano numerose analogie con i procarioti attuali. 
Essi contengono un proprio genoma costituito da molecole di DNA circolari simili a 
quelle presenti nei batteri e sono dotati di apparati trascrizionali e traduzionali 
analoghi dal punto di vista strutturale e funzionale a quelli degli attuali procarioti. 
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La teoria endosimbiontica fu sviluppata dal botanico russo Konstantin Mereschkowski 
all’inizio del '900, ma venne presa seriamente in considerazione molto più tardi; nel 
1967 Lynn Margulis-Sagan, forte anche della recente scoperta del genoma plastidiale e 
mitocondriale, pubblicò un lavoro riuscendo a destare nuovamente l’interesse della 
comunità scientifica, nel quale, grazie anche all’apporto delle nuove tecnologie, 
riproponeva con maggior sostegno di dati l’esattezza della teoria endosimbiontica 
(Sagan, 1967). Era opinione generale della scienziata che la cooperazione fosse il 
fondamento dell’evoluzione della complessità nei sistemi viventi, arrivando ad 
affermare più tardi che “la vita non prese il sopravvento sul globo terrestre con la lotta, 
ma istituendo interrelazioni” [L. Margulis, D. Sagan, Microcosmo: dagli organismi 
primordiali all’uomo (1987), tr. It, Mondadori, Milano 1989, p. 4] 
 
 
Fig.3 – Cladogramma che mostra le relazioni filetiche tra mitocondri/batteri del tifo e 
cianobatteri/cloroplasti. L’ analisi basata sulle sequenze di DNA supporta la teoria 
endosimbiontica.  
(modificato da http://evolution.berkeley.edu/evolibrary/article/history_24) 
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1.2. Struttura e ultrastruttura dei mitocondri 
 
La presenza dei mitocondri può essere rilevata già col microscopio ottico; tuttavia 
risultano scarsamente visibili, ed è solo con il microscopio elettronico che è possibile 
stabilirne la morfologia, la dimensione, la localizzazione intracellulare e il numero. 
Essi hanno la capacità, più marcata in alcuni tipi cellulari, di allinearsi tra loro 
formando un “network” mitocondriale; con l'utilizzo della microcinematografia 'time-
lapse' si è osservato che in vivo i mitocondri sono organelli mobili e plastici, in 
costante mutamento della propria forma, parti di una rete dinamica nella quale vanno 
continuamente incontro ad eventi di fusione e fissione. Il loro movimento attraverso il 
citoplasma è dovuto all'associazione con i microtubuli e a correnti citoplasmatiche di 
diffusione. La distribuzione all’interno della cellula è generalmente uniforme ma 
possono esserci variazioni in base al tipo cellulare e allo stato funzionale della cellula. 
Nelle fibre muscolari striate i mitocondri sono disposti in file lungo gli interstizi tra le 
miofibrille, e nelle cellule spermatiche formano una spirale attorno al segmento 
intermedio del flagello; durante la mitosi si addensano in prossimità del fuso mitotico 
per essere poi ripartiti in maniera bilanciata tra le due cellule figlie. Anche il numero 
varia tra i differenti tipi cellulari, infatti mentre una cellula come l'epatocita ha di 
norma un contenuto medio di 1000-2000 mitocondri, un oocita maturo può averne fino 
a 100000. 
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Il singolo mitocondrio presenta una caratteristica morfologia allungata definita 
reniforme, e le sue dimensioni possono variare anch’esse in base alle condizioni 
cellulari, con un diametro di circa 0,3m e una lunghezza compresa tra 1-6m. La 
microscopia elettronica permette di risolvere la sua ultrastruttura. Si distinguono due 
membrane: una esterna di 5-6 nm che delimita l’organello, e una interna di circa 6 nm: 
 La membrana esterna è composta per il 60% circa da proteine intrinseche globulari tra 
cui la più rappresentata è la porina, la quale permette il passaggio di molecole fino a 6 
KDa circa; per il restante 40% è composta da lipidi di membrana, in gran parte 
colesterolo. Essa regola soprattutto il traffico molecolare con il citosol e tale 
caratteristica è confermata anche dalla composizione biochimica della camera esterna 
che risulta essere molto simile a quella citosolica. La membrana esterna è coinvolta 
anche negli eventi di fissione e fusione mitocondriale attraverso la mediazione di 
proteine estrinseche ed intrinseche.  
 La membrana interna si solleva in creste dal diametro di circa 10-15 nm, orientate 
trasversalmente o longitudinalmente all’asse maggiore, le quali penetrano in 
Fig.4 – Foto a grande ingrandimento di un mitocondrio (microscopio elettronico a trasmissione, 
modificato da http://faculty.une.edu/com/abell/histo/histolab.htm) 
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profondità dando luogo a setti incompleti che definiscono dei compartimenti 
intercomunicanti tra loro; esse diventano molto fitte in cellule molto attive e possono 
assumere una forma più lamellare o più tubulare a seconda del tipo cellulare. Le 
cellule nervose mostrano con maggior frequenza un andamento longitudinale delle 
creste. Le due membrane racchiudono uno spazio intermembrana di 8-20 nm circa 
definito anche ‘camera esterna’ che risulta otticamente vuoto; alcuni autori descrivono 
dei siti di contatto tra le due membrane. La membrana interna delimita la “camera 
interna” e racchiude una sostanza mediamente elettrondensa di natura finememente 
granulare definita ‘matrice mitocondriale’. La membrana interna con le sue creste 
raggiunge un’estensione molto maggiore rispetto a quella esterna, ed ha 
un’organizzazione molecolare e una composizione biochimica ben diversa da quella 
esterna essendo per l’80% composta da proteine, tra cui numerose pompe e permeasi 
che assicurano una permeabilità più selettiva. Inoltre la componente lipidica (20%) è 
costituita soprattutto da cardiolipina, lipide presente frequentemente nella membrana 
plasmatica batterica. La topologia della membrana mitocondriale interna può avere un 
profondo effetto sulle attività mitocondriali influenzandone la cinetica di diffusione di 
metaboliti e proteine solubili tra i compartimenti interni (Mannella, 2006). Nella 
membrana mitocondriale interna sono localizzati enzimi della catena respiratoria, un 
complesso multi-proteico in grado di accoppiare l’ossidazione dei trasportatori di 
elettroni (NADH e FADH2) alla sintesi di ATP. Nella camera interna invece sono 
presenti non solo gli enzimi ossidativi del ciclo di Krebs, ma anche quelli che 
trasformano il piruvato in acetil-coenzima A, tappa di congiunzione tra la glicolisi e il 
ciclo di Krebs, oltre a quelli della biosintesi degli acidi grassi. Vi si trovano 
normalmente molecole di DNA mitocondriale (mtDNA), RNA e ribosomi. Si 
osservano anche accumuli granulosi elettrondensi costituenti depositi di cationi 
bivalenti, quali ad esempio il calcio e il magnesio. 
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1.3. Funzioni dei mitocondri 
 
 
1.3.1. La fosforilazione ossidativa 
 
La più importante funzione svolta dai mitocondri è la respirazione cellulare, in 
particolare per quanto concerne la produzione aerobica di ATP mediante la quale 
viene soddisfatto il fabbisogno energetico cellulare (Attardi et al, 1988). Essa si divide 
in tre fasi principali, di cui la prima, la glicolisi anaerobia, è realizzata a livello del 
citosol; la seconda è il ciclo di Krebs, o dell’acido citrico, e si svolge nella matrice 
mitocondriale; la terza consiste nella fosforilazione ossidativa operata dalla catena 
respiratoria, con una serie di reazioni ossidative accoppiate alla produzione netta di 
ATP da parte dell’ATP sintasi. In accordo alla teoria chemiosmotica dunque la 
traduzione energetica a livello mitocondriale avviene grazie alla creazione di gradienti 
protonici transmembrana associati al trasferimento elettronico (Mitchell, 1961). La 
glicolisi è il processo di demolizione del glucosio, quello che tra i monosaccaridi ha il 
maggior contenuto di energia potenziale accumulato sottoforma di legami chimici. Il 
prodotto finale del ciclo è l’acido piruvico, un composto a 3 atomi di carbonio. Per 
ogni molecola di glucosio si producono 2 molecole di Acido piruvico, 2 NADH e 2 
ATP. Negli organismi aerobici l’acido piruvico può raggiungere la matrice 
mitocondriale attraverso un carrier specifico (antiporto con OH
-
) posto nella 
membrana interna, dove grazie all'enzima piruvato decarbossilasi può reagire con un 
particolare tioalcool detto coenzima A e formare l’acetilcoenzima A (nei procarioti lo 
stesso enzima risiede nel citosol). Tale molecola rappresenta l’innesco e insieme il 
substrato del ciclo di Krebs, attraverso il quale viene ossidata completamente a 2 
molecole di CO2. La stechiometria della reazione è la seguente:  
3NAD+FAD+GDP+Pi+AcetilCoA3NADH+3H++FADH2+GTP(oATP)+CoA+2CO2  
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Il NADH e il FADH2 così accumulati possono essere ossidati dalla catena di trasporto 
degli elettroni inserita nello spessore della membrana interna, e formata da 4 complessi 
enzimatici (Hatefi, 1985): 
 Il complesso I, o NADH-ubiquinone ossidoreduttasi, è formato da 43 subunità, 
di cui 7 codificate dal genoma mitocondriale, le quali, insieme a due clusters 
Fe-S, costituiscono il dominio più idrofobico definito ubichinone deidrogenasi, 
localizzato internamente alla membrana. L’altro dominio più idrofilico si 
affaccia nella matrice e comprende una molecola di flavina adenin-
mononucleotide (FMN) e quattro clusters Fe-S, costituendo la NADH 
deidrogenasi. Tale complesso catalizza il trasferimento di elettroni dal NADH 
all’ubichinone con contemporaneo spostamento di protoni dalla matrice 
mitocondriale allo spazio intermembrana. 
 Il complesso II, o succinato-ubiquinone ossidoreduttasi è codificato 
interamente dal DNA nucleare; anch’esso consta di una porzione più interna e 
una più esterna formata dalla succinato deidrogenasi (SDH), la quale presenta 
un sito di legame per il Succinato, un residuo di FAD e tre cluster Fe-S; due 
proteine con gruppo prostetico Eme ancorano la SDH alla membrana e sono 
coinvolte nel legame all’ubiquinone. Questo complesso catalizza l’ossidazione 
del succinato a fumarato con trasferimento di elettroni all’ubichinone. 
 Il complesso III, o Citocromo bc1, è una struttura dimerica dove ciascun 
monomero è composto da 11 subunità le quali, fatta eccezione per il citocromo 
b, sono tutte di origine nucleare. Ogni monomero presenta tre gruppi Eme, bH 
bL, c1, e un centro Fe-S di Rieske; sono ignote invece le funzioni delle altre 
subunità. L’intermedio di trasferimento elettronico tra il complesso III e IV è il 
citocromo c, piccola proteina presente in singola unità e debolmente associata 
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alla membrana interna; essa è libera di diffondere nello spazio intermembrana, 
andandosi a legare alla subunità II del complesso IV. 
 Il complesso IV, o citocromo c ossidasi, catalizza il trasferimento di quattro 
elettroni dal pool di citocromo c ridotto all’ossigeno molecolare, con 
formazione di acqua. Le tre subunità maggiori sono meglio caratterizzate e 
sono codificate dal DNA mitocondriale; delle altre dieci subunità di origine 
nucleare sono ancora ignote le funzioni, ma sembrano svolgere un ruolo 
regolatorio e strutturale. Il citocromo c si lega alla subunità II e gli elettroni 
sono trasferiti alla subunità I dotata del gruppo Eme a3-CuB, responsabile della 
produzione delle molecole d’acqua. E’ ancora poco chiara la funzione della 
subunità III.  
 
La catena respiratoria è organizzata, almeno in parte, come una sovrastruttura 
molecolare in cui ciascun complesso interagisce con gli altri, formando un super-
complesso definito “respirasoma” (Schagger et al, 2004). Nei mammiferi questi 
supercomplessi contengono unità monomeriche del complesso I, dimeri del complesso 
III e sino a quattro unità del complesso IV (I1III2IV0–4). Difetti nell'assemblaggio dei 
singoli complessi si riflettono nella stabilità del supercomplesso di cui fanno parte, in 
cui i complessi I e III sembrano svolgere un ruolo portante nei confronti dell'intero 
respirasoma (Acin-Perez et al, 2004; Wittig et al, 2006; Fernandez-Vizarra et al, 2009; 
Moreno-Lastres et al, 2012). 
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1.3.2. L’ATP sintasi 
 
Il complesso V, o ATP-sintasi, dal punto di vista strutturale non fa parte della catena 
respiratoria, sebbene funzionalmente dipenda dalla sua attività. E’ un enzima 
reversibile in grado di sintetizzare l’ATP usando la forza motrice protonica accumulata 
nello spazio intermembrana dall’attività della catena respiratoria. E’ composto da due 
sub-complessi principali, Fo e F1 (dove “o” indica l’iniziale dell’inibitore specifico 
Oligomicina); il primo componente risiede nella membrana e garantisce il passaggio 
dei protoni verso la matrice; il secondo invece protrude nella matrice e contiene diversi 
siti di legame per l’ADP il Pi e l’ATP, compreso il sito catalitico (Boyer, 1997). 
Entrambi sono formati da numerose subunità il cui numero può variare a seconda 
dell’organismo; nonostante ciò la struttura dell’enzima risulta molto conservata. 
L’enzima bovino è formato da 16 proteine - 9 in Fo e 7 in F1 – il doppio rispetto a 
quelle di Escherichia Coli (E.Coli) che si compone di 8 subunità. Nel batterio le unità 
idrofobiche di Fo formanti il canale vengono indicate con le lettere a, b e c; le subunità 
Fig. 5 – Rappresentazione schematica della catena respiratoria mitocondriale.  
( modificato da “Schon et al., 2012”). 
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di F1 vengono indicate con le lettere α, β, γ, δ, ε. L’enzima effettua una catalisi di tipo 
rotazionale, per cui le subunità a, b, δ, α3 e β3 costituiscono lo ‘Statore’ mentre le 
subunità γ, ε, c formano il ‘Rotore’. La subunità c è rappresentata da 9-12 sub-
particelle disposte ad anello; δ ed ε regolano l’interazione tra F1 e Fo ; la subunità γ 
prende contatto con la porzione F1 trasmettendo l’energia della rotazione; infine 3 
subunità α e 3 subunità β disposte in maniera alternata costituiscono il sito catalitico 
vero e proprio, dove entrambe possiedono capacità di legare i nucleotidi ma solo le 
sub. β hanno attività catalitica. Secondo il modello di catalisi rotazionale proposto per 
spiegare il funzionamento dell’enzima (Rosen et al, 1979; Gresser et al, 1982; Boyer, 
1993) l’energia libera rilasciata dal flusso protonico secondo gradiente permetterebbe 
la rotazione della componente rotrice, la quale promuovendo cambiamenti 
conformazionali a livello delle subunità α e β determinerebbe cicli consecutivi di 
legame di ADP+Pi e di rilascio di ATP.  
 
 
 
Fig. 6 – Illustrazione dell’ATP sintasi mitocondriale (modificato 
da “Medical biochemistry” di John Bayne, ed. Elsevier 2009) 
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Questo modello è stato confermato sperimentalmente (Nishio et al, 2002) e subisce un 
costante aggiornamento arricchendosi di informazioni sempre più dettagliate. La forza 
motrice impressa alla subunità Fo si trasmette alla testa catalitica dal peduncolo 
centrale (sub. γ) la quale alla sua emergenza ha una conformazione asimmetrica che 
causa deformazioni transitorie delle subunità di F1 durante la sua rotazione, guidando 
la condensazione dell l’ADP e il Pi e formando così 3 molecole di ATP per ogni ciclo 
(Devenish et al, 2008). Certi studi hanno dimostrato, attraverso l’uso di sostanze 
chimiche o l’impiego di tecniche di mutagenesi, l’importanza dell’interazione tra la 
subunità a e la subunità c nel determinare il passaggio dei protoni da una parte all’altra 
della membrana (Rastogi et al, 1999; Schon et al, 2001; Steed et al, 2002, 2008; Moore 
et al, 2008). In particolare si sono rivelati essenziali gli amminoacidi Arg210 nella 
subunità a (Arg159 nei mammiferi), e l’Asp61 nella subunità c (Glu58 nei 
mammiferi); attraverso due canali parziali della subunità a il protone raggiunge 
l’Asp61 della subunità c, la cui protonazione ne determina lo spostamento che si 
traduce nella rotazione della subunità γ ad essa solidale. E' interessante notare che la 
subunità a batterica è omologa alla subunità ATP6 bovina, e insieme alla ATP8 
rappresentano le uniche componenti dell'ATP sintasi codificate dal DNA 
mitocondriale (Boyer, 1993). L’enzima essendo reversibile può dare luogo alla 
reazione contraria di idrolisi dell’ATP, evento che in E.Coli sembra controllato dalla 
subunità ε (Tsunoda et al., 2001), mentre nel bovino dalla subunità IF1 (Gibbons et al, 
2000). 
Per quel che riguarda l’assemblaggio del complesso, il modello corrente è stato 
delineato a partire da esperimenti di ‘pulse chase’ e 2D-BNGE (two-dimensional blue 
native gel electrophoresis) in batteri, lievito e cellule di mammifero; il primo step è la 
formazione del core catalitico F1 (ATP9 nel lievito), il quale interagisce con la 
subunità c insieme ad altre del sub-complesso Fo formando l’intermedio definito V*. 
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In cellule di mammifero le subunità ATP6 e ATP8 vengono aggiunte durante l’ultimo 
stadio di assemblaggio (Nijtmans et al, 1995). Nel lievito sono stati caratterizzati due 
distinti intermedi di assemblaggio, uno formato da ATP6, ATP8 e alcune parti dello 
statore; l’altro dalla particella F1 e la subunità c, indicando come l’assemblaggio non 
sia una lineare addizione di subunità, ma il risultato della convergenza di due 
pathways distinti (Rak et al, 2011). Lo step finale nei mammiferi consiste nella 
formazione di dimeri, coincidente con l’aggiunta delle sub. g ed e (Schagger et al, 
2000) e con la formazione di oligomeri di ordine elevato (Krause et al, 2005).  
 
1.3.3. Altre funzioni 
 
Oltre ad essere la sede dei processi di respirazione cellulare, i mitocondri sono 
coinvolti anche in altri importanti processi cellulari: 
- il metabolismo dei lipidi e dei fosfolipidi; 
- la sintesi degli ormoni steroidei e dell’eme; 
- la gluconeogenesi: una parte delle reazioni avviene nel mitocondrio soprattutto 
per la disponibilità di NADH, essendo il rapporto [NADH]/[NAD+] molto più alto 
rispetto al citosol.; 
 - la termogenesi: la parte di energia che non è conservata sotto forma di ATP 
viene dissipata come calore. Questo processo, alla base dell’omeotermia, vede 
implicati soprattutto i tessuti muscolare, adiposo ed epatico. 
-la via intrinseca dell’apoptosi: vari stimoli, esogeni o endogeni, possono 
innescare questa via determinando il rilascio di citocromo c all’esterno del 
mitocondrio insieme ad altri fattori pro- e/o anti-apoptotici che inducono 
l’attivazione di caspasi e l’amplificazione dei segnali di morte cellulare 
programmata. Ad esempio, nell’armonico complesso di segnali veicolati dallo 
ione calcio, i mitocondri hanno un ruolo chiave; questi organelli sono in grado di 
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avvertire il deterioramento della cellula aumentando l’ingresso dello ione 
attraverso specifici trasportatori quando i livelli citosolici sono troppo elevati, fino 
a causare il rilascio del citocromo c. Questo ruolo “ammortizzatore” consente ai 
mitocondri di avere informazioni sullo stato cellulare e di operare la scelta tra due 
effetti così diversi quali la produzione di energia o la morte cellulare. La 
possibilità di modificare il trasporto del calcio, quindi, rappresenta un nuovo 
approccio terapeutico a molte malattie umane; 
 
 
1.4. Genetica mitocondriale 
 
Il mitocondrio è un organulo dotato di un proprio DNA. Il DNA mitocondriale 
(mtDNA) fu scoperto nel 1963 (Nass e Nass, 1963) e completamente sequenziato nei 
primi anni ’80 (Anderson et al. 1981). 
 
DNA mitocondriale umano 
16569 bp 
 
 
Fig.7 – Il genoma mitocondriale umano; i prodotti dei 37 geni del 
mtDNA includono sette subunità del complesso I, una subunità del 
complesso III, tre del complesso IV, due subunità del complesso V, 
due rRNA e 22 tRNA. Sono mostrate anche le origini di 
replicazione del filamento pesante (OH) e del filamento leggero 
(OL), oltre ai promotori di trascrizione del filamento pesante (HSP) 
e del filamento leggero (LSP) (modificato da Schon et al, 2012) 
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 Il genoma mitocondriale umano è costituito da una molecola circolare a doppio 
filamento di 16569 paia di basi. I due filamenti di mtDNA possono essere distinti 
grazie al loro diverso contenuto in G+T e possono essere separati in gradiente di 
densità in un filamento pesante (H) e un filamento leggero (L). In vivo l’mtDNA 
assume una struttura ‘super-coiled’, scarsamente associata a proteine (Richter et al, 
1988). Le molecole di mtDNA in una cellula metabolicamente attiva contengono una 
struttura a triplo filamento definita D-loop (‘displacement loop’, ansa di spiazzamento) 
nella quale una porzione di filamento H di DNA nascente di circa 700 nucleotidi resta 
appaiata al filamento parentale L. Questa regione non codificante contiene elementi di 
regolazione sia per la replicazione che per la trascrizione. Essa contiene l’origine di 
replicazione del filamento pesante (OH) ed i promotori della trascrizione sia del 
filamento pesante (PH) che di quello leggero (PL). I promotori PH e PL danno inizio 
alla trascrizione delle rispettive catene e producono dei lunghi trascritti policistronici. 
L’mtDNA non possiede introni e codifica per 2 rRNA, 22 tRNA e 13 delle circa 90 
proteine presenti nei complessi della fosforilazione ossidativa; gli altri componenti 
sono codificati dal nucleo e vengono trasferiti nel mitocondrio tramite specifici sistemi 
d’importazione (Mokranjac et al, 2005). Complessivamente sono codificate dal 
mitocondrio sette subunità del complesso I (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 e 
ND6), una del complesso III (citocromo b), tre del complesso IV (COI, COII, COII) e 
due del complesso V (ATP6 e ATP8). Il filamento pesante contiene tutte le 
componenti citate, eccetto i geni per 8 tRNA e il gene MT-ND6, che sono trascritti dal 
filamento leggero. Le proteine espresse dall’mtDNA sono essenziali per la corretta 
attività o per l’assemblaggio dei corrispondenti complessi quando non direttamente 
coinvolte nell’attività catalitica (Hofhaus et al, 1995; Bai et al, 1998; Kadenbach et 
al,1998;Cardol, 2002; Perales-Clemente, 2010). 
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1.4.1. Replicazione 
 
Il DNA mitocondriale possiede un meccanismo di replicazione peculiare, e non ancora 
del tutto chiarito. Vi sono due regioni non codificanti che contengono gli elementi 
regolatori finora conosciuti; la prima è la regione D-loop che contiene l’origine di 
replicazione del filamento pesante (OH) oltre ai promotori per la trascrizione di 
entrambi i filamenti. La seconda, di minor estensione, è un segmento di circa 30 
nucleotidi contenente l’origine di replicazione per il filamento leggero (OL). Per lungo 
tempo l’unica spiegazione del meccanismo di replicazione è stata fornita dal modello 
‘strand-displacement’(Bogenhagen et al, 2003), secondo il quale la replicazione è 
unidirezionale, continua, asimmetrica e asincrona. La polimerasi γ (POLG), codificata 
dal nucleo, comincia spiazzando il filamento L parentale a livello del sito OH e 
utilizzandolo come templato inizia la sintesi di un nuovo filamento H; quando viene 
raggiunto il sito OL viene spiazzato il filamento parentale H che espone il suo sito OL 
dal quale inizia la sintesi di un nuovo filamento L nella direzione opposta (Shadel et 
al, 1997); al termine si ottengono due circoli concatenati (la replicazione è comunque 
semi-conservativa) che vengono tagliati e richiusi costituendo le molecole figlie di 
mtDNA. Dopo l’inizio della sintesi del filamento H si possono avere due situazioni: 1) 
la sintesi si arresta creandosi la struttura ‘triplex’ del D-loop; 2) nella minoranza dei 
casi la replicazione procede per l’intera lunghezza del genoma.  
In seguito alla mappatura di origini multiple di replicazione a valle di OH in genomi di 
mammiferi e uccelli, è stato suggerito un modello di replicazione bidirezionale, 
definito “strand-coupled model”, secondo il quale la duplicazione dei filamenti 
inizierebbe simultaneamente, ma solo il filamento H verrebbe sintetizzato in maniera 
continua, mentre al filamento L contribuirebbe la sintesi discontinua di piccoli 
frammenti di okazaki (Bowmaker et al, 2003; Reyes et al, 2005). Un’ulteriore modello 
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di replicazione prevede che durante la duplicazione del filamento “leader” avvenga la 
sintesi di un intermedio a RNA del filamento ritardato, successivamento convertito a 
DNA (modello RITOLS), (Yang et al 2002; Yasukawa et al 2006). Vi sono evidenze 
che i modelli strand-coupled e RITOLS descrivano in realtà eventi interconnessi, come 
parti di un medesimo processo (McKinney et al, 2013). 
 
1.4.2. Trascrizione 
 
A differenza di quanto avviene del genoma nucleare, i geni mitocondriali sono 
trascritti come molecole policistroniche a partire da promotori localizzati nella regione 
D-loop; un solo sito di trascrizione è presente per il filamento leggero, da cui è 
sintetizzato un lungo trascritto primario codificante la subunità ND6 del complesso I e 
8 tRNA (Attardi, 1986). Per il filamento pesante vi sono due siti di trascrizione, H1 e 
H2; dal primo, il più attivo, origina un trascritto codificante gli rRNA 12S e 16S e due 
tRNA (Phe e Val); dal secondo, poco più a valle, origina un lungo trascritto 
codificante tutta la parte restante del filamento H (Montoya et al, 1982 ). Nel processo 
di trascrizione sono coinvolti, inoltre, fattori di trascrizione mitocondriale (mtTFA), 
che conferiscono alla polimerasi selettività per il promotore (Fisher et al, 1985,1988), 
ed un fattore di terminazione della trascrizione (mTERF), implicato nella terminazione 
della trascrizione dei geni dei due rRNA mitocondriali (trascritto breve)(Kruse et al, 
1989). Questo fattore lega una regione di 28 paia di basi all’interno del gene per il 
tRNALeu(UUR) immediatamente adiacente alla porzione 3’ del gene per l’rRNA 16S, 
inducendo in questo modo la terminazione della trascrizione del filamento H a partire 
dal promotore H1. 
 Il trascritto H1 è sintetizzato ad un tasso circa 20 volte superiore, a ragione della 
maggior richiesta di rRNA 12S e 16S. 
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1.4.3. Traduzione 
 
Gli mRNA mitocondriali mancano delle tipiche caratteristiche dei trascritti primari, 
come le regioni non tradotte alle estremità 5’ e 3’ (UTR), il segnale di poliadenilazione 
al 3’ o il ‘cap’ al 5’(Montoya et al, 1981). Dopo essere stati processati da endonucleasi 
endogene, la coda poliadenilica viene aggiunta agli mRNA e agli rRNA subito dopo il 
codone di Stop in posizione 3’(Amalric et al, 1978), mentre ai tRNA viene aggiunta la 
sequenza CCA sempre al 3’(Dubin et al, 1982).  
L’apparato di traduzione mitocondriale umano è costituito da ribosomi specifici 55S, 
da 22 specie di tRNA e da un gruppo di aminoacil-tRNA sintetasi specifiche codificate 
dal nucleo e da fattori di iniziazione e di allungamento. I ribosomi 55S sono costituiti 
da una subunità 39S e da una subunità 28S, che contengono rispettivamente rRNA 16S 
e 12S codificati dall’mtDNA (Oyala et al, 1972) e vari tipi di proteine codificate dal 
nucleo.  
A. REPLICAZIONE 
B.TRASCRIZIONE 
Fig.8 - Il genoma mitocondriale umano e alcuni fattori coinvolti nella sua replicazione e trascrizione 
(modificato da Pearce et al, 2012) 
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La lettura del codice genetico da parte del sistema di traduzione mitocondriale mostra 
delle differenze rispetto a quello nucleare: 
 AUA e AUG codificano metionina, mentre nel codice universale la metionina 
è codificata soltanto da AUG, e AUA specifica per l’isoleucina. 
 UGA nei mitocondri specifica per il triptofano, mentre nel codice universale è 
un codone di stop. 
 AGA e AGG nei mitocondri fungono da codoni di stop, mentre nel codice 
nucleare codificano l’arginina. 
Un’altra caratteristica peculiare del genoma mitocondriale umano è l’atipicità nello 
schema di riconoscimento da parte delle varie triplette che costituiscono i codoni 
nell’mRNA e gli anticodoni nei tRNA. Secondo il fenomeno del “vacillamento”, 
alcuni tRNA possono leggere fino a tre codoni diversi, e nel citoplasma sono presenti 
32 tRNA per 61 codoni senso. Quindi, se un amminoacido è specificato dalle prime 
due basi del codone, indipendentemente dalla terza base, i quattro codoni possibili 
possono venir letti da due tRNA diversi, uno per le basi puriniche ed uno per quelle 
pirimidiniche. In alcuni tRNA mitocondriali, invece, l’interazione tra codoni e 
anticodoni coinvolge due basi su tre indipendentemente dal fatto di essere una base 
purinica o pirimidinica, così che alcuni degli otto gruppi di quattro codoni specificanti 
un amminoacido sarà riconosciuto da un solo tRNA mitocondriale, invece di due come 
avviene per il codice genetico universale. Per effetto di questo vacillamento esteso, 
insieme alla presenza di un solo tRNA che specifica sia la Metionina che la N-formil-
metionina e di due codoni per l’Arginina letti come codoni di terminazione, il numero 
totale dei tRNA mitocondriali si riduce a 22. 
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1.4.4. Regolazione dell’espressione genica 
 
E’ stato provato che l’espressione dei geni codificati dall’mtDNA è costitutiva (Attardi 
et al, 1988). Tuttavia nei mammiferi sono stati riportati casi in cui si sono verificati 
cambiamenti nei livelli di espressione degli mRNA, relativamente ai diversi stadi dello 
sviluppo ( Loguercio-Polosa et al, 1991), all’invecchiamento ( Fernàndez-Silva et al, 
1991), alla richiesta energetica (Martin et al,1993) o ai livelli ormonali (Weber et al, 
2002). I mitocondri mostrano un certo grado di specializzazione nei diversi contesti 
cellulari: ad esempio quelli del muscolo scheletrico sono più abili nell’ossidazione 
degli acidi grassi, mentre quelli delle cellule nervose sono capaci di ossidare i chetoni. 
Un’ipotesi infatti postula che il genoma di certi organelli addetti alla produzione 
energetica sia persistito nell’evoluzione per dotarli dell’abilità di modulare il proprio 
stato redox attraverso il controllo locale delle regolazione genica; essa è denominata “ 
co-location for redox regulation hypothesis “ (Allen JF, 2003). 
 I geni nucleari codificano due tipi di fattori: attivatori e coattivatori. Gli attivatori 
sono fattori di trascrizione (es. NRF-1, NRF-2, sp-1, ecc). I coattivatori sono fattori 
nucleari (es. PGC-1, PRC) che interagiscono con i fattori di trascrizione legati al DNA 
ed intervengono nella regolazione dell’espressione genica in risposta a segnali 
fisiologici, termici e nella proliferazione cellulare ( Wu et al, 1999; Andersson et al, 
2001; Villena et al, 2002). I siti di riconoscimento per NRF-1, NRF-2 e Sp-1 si 
trovano in corrispondenza di molti geni nucleari che codificano subunità della catena 
respiratoria, fattori di trascrizione e replicazione mitocondriali, enzimi coinvolti nella 
via biosintetica dell’eme ed implicati nel processo di importazione delle proteine 
all’interno del mitocondrio (Scarpulla, 1997, 2002).  
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1.4.5. Regole della genetica mitocondriale 
 
 
Il genoma mitocondriale presenta varie peculiarità che lo distinguono da quello 
nucleare.  
1.4.5.1. OMOPLASMIA/ETEROPLASMIA  
 
Nei Mammiferi, e in generale nei vertebrati, ogni cellula contiene centinaia o migliaia 
di mitocondri che, a loro volta, contengono più copie di mtDNA (da 2 a 10) (Shuster et 
al. 1988; Wiesner et al 1992). Questa condizione viene definita “poliplasmia”. Di 
conseguenza, mentre i geni nucleari sono rappresentati ciascuno da due alleli (uno di 
origine paterna ed uno di origine materna), ciascuna cellula contiene centinaia o 
migliaia di copie di geni mitocondriali.  
In condizioni normali tutte le copie di mtDNA sono geneticamente identiche, 
condizione nota come ‘omoplasmia’, ma in caso di mutazioni le molecole wild-type e 
quelle mutate possono coesistere, determinando una condizione detta di 
‘eteroplasmia’.  
1.4.5.2. SEGREGAZIONE MITOTICA 
 
Ad ogni divisione cellulare i mitocondri sono distribuiti casualmente tra le cellule 
figlie, generando differenti livelli di eteroplasmia. Pertanto, dopo molte divisioni 
mitotiche o meiotiche la percentuale del mtDNA mutato può cambiare e ne possono 
risultare cellule che contengono solo genomi normali o solo genomi mutati 
(omoplasmia). In realtà questo accade molto raramente nel caso delle mutazioni 
mitocondriali, le quali sono quasi sempre eteroplasmiche. Dal punto di vista evolutivo 
si ritiene che le mutazioni omoplasmiche essendo poco compatibili con la vita abbiano 
subito maggiormente gli effetti di una selezione negativa. Infatti le varianti più comuni 
del mtDNA, di natura soprattutto polimorfica, essendo più tollerate si sono 
gradualmente fissate e sono più frequentemente omoplasmiche, mentre le varianti più 
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rare sono in maggioranza eteroplasmiche (Chinnery PF e Hudson G, 2013).  
Le variazioni nelle percentuali delle due popolazioni di mtDNA possono risultare in 
uno spettro continuo di difetti dell’OXPHOS la cui funzionalità è strettamente 
collegata alla percentuale di mtDNA mutato; esso inoltre è distribuito differentemente 
tra le cellule che compongono i vari tessuti, che a loro volta compongono organi 
diversi, dando luogo ad un’espressività altamente variabile.  
1.4.5.3. EFFETTO SOGLIA 
 
L’espressione fenotipica di una mutazione patogena, in un determinato tessuto, insorge 
solo quando la proporzione relativa di mtDNA mutato e wild-type (selvatico) supera 
una determinata soglia. Un numero critico minimo di molecole di mtDNA mutato può 
causare un difetto energetico sufficientemente grave da non poter essere più 
complementato dalla popolazione di mtDNA normale e riflettersi in un danno 
funzionale di quel particolare organo o tessuto. Solitamente la proporzione di molecole 
di mtDNA mutate in grado di manifestare effetti patologici si aggira intorno al 60-80% 
(Lightowlers et al. 1997; Zeviani & Antozzi, 1997). Inoltre, l’espressione fenotipica di 
una mutazione patogena del mtDNA dipende non solo dal grado di eteroplasmia della 
mutazione, ma anche dalla natura della mutazione stessa (patogenicità “intrinseca”), 
dalla coesistenza di altre mutazioni in geni nucleari o mitocondriali, dall’età 
dell’individuo portatore (a causa dell’elevato tasso di mutazione del mtDNA e 
dell’effetto mutagenico dei radicali liberi d’ossigeno che si formano come prodotti di 
scarto della catena respiratoria), dal sesso e dalla dipendenza di ciascun tessuto dal 
metabolismo ossidativo. Gli organi più sensibili a difetti della fosforilazione ossidativa 
sono: il sistema visivo e uditivo, il sistema nervoso centrale e periferico, il cuore, i 
muscoli scheletrici, il pancreas endocrino, i parenchimi renale ed epatico ecc. 
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1.4.5.4. EREDITA’ MATERNA 
 
L’informazione genetica mitocondriale non segue le leggi di Mendel, valide per il 
patrimonio genetico nucleare, ma si trasmette con modalità matrilineare, costituendo 
un modello di ereditarietà non-mendeliana. Attraverso un meccanismo ancora 
sostanzialmente sconosciuto i mitocondri contenuti nelle cellule del colletto dello 
spermatozoo vengono persi durante la fecondazione; l’eliminazione sembra operata 
attivamente dalla cellula uovo al momento dell’ingresso dello spermatozoo, tramite un 
meccanismo ubiquitina-dipendente (Sutovsky et al., Nature, 1999; 2000). E' stata 
osservata una sola eccezione in cui molecole di DNA mitocondriale paterno sono state 
trasmesse al tessuto muscolare della prole (Schwartz et al, 2002). 
 
Il DNA mitocondriale è meno protetto dalle proteine cui normalmente sono associati 
gli acidi nucleici, ed è fisicamente ancorato alla membrana interna dell’organello, 
fonte di una costante produzione di specie reattive dell’ossigeno altamente 
mutageniche, che in parte possono spiegare il maggior tasso evolutivo dell’mtDNA 
Ovociti maturi 
Bassi livelli di mutazione 
(prole non affetta) 
Livelli intermedi di 
mutazione (prole 
moderatamente affetta) 
Alti livelli di mutazione 
(prole affetta) 
Fertilizzazione 
Ovociti primari 
Cellula germinale 
primordiale 
contenente mtDNA 
 
 
 
Maturazione ovociti e 
amplificazione 
dell’mtDNA 
Mitocondri normali 
Mitocondri mutati 
Nucleo 
Fig.9 – Eteroplasmia ed effetto soglia nelle patologie del mtDNA (modificato da Taylor et al, 2005) 
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rispetto a quello nucleare, considerando anche la minor efficienza dei sistemi di 
riparazione del DNA di cui è dotato (Pinz et al, 1995). 
 
1.5. Patologie Mitocondriali 
 
Dal punto di vista epidemiologico le malattie mitocondriali sono individualmente rare, 
ma considerate come gruppo unitario esse figurano tra i più comuni disordini ereditari 
del metabolismo (Schaefer et al, 2004). La prevalenza totale per i disturbi 
mitocondriali derivati da difetti del mtDNA e del nDNA è stimata essere di 1/5000 
nati vivi (Smeitinik et al, 2006). 
Nonostante il mitocondrio sia sede di varie vie metaboliche fondamentali, per malattie 
mitocondriali si intende un ampio gruppo di patologie accomunate da una alterazione 
del metabolismo energetico mitocondriale riconducibile, in particolare, a difetti nella 
fosforilazione ossidativa (Di Mauro et al, 2005). Questo ha un effetto potenzialmente 
negativo su quasi tutti gli organi, essendo i mitocondri pressochè ubiquitari, ma i più 
vulnerabili sono quelli la cui funzionalità è sostenuta da una maggior richiesta 
energetica, come il muscolo, il cervello, il cuore e la retina; di conseguenza tali 
patologie sono spesso definite come encefalomiopatie mitocondriali. A questi 
principali effetti sullo status energetico cellulare bisogna aggiungere la 
compromissione dei sistemi d’importazione delle proteine, i difetti della dinamica 
mitocondriale e l’alterazione del sistema di mantenimento e di espressione del genoma 
mitocondriale. Dall’interazione fra questi fattori e le singolari caratteristiche genetiche 
e fisiologiche dei mitocondri sorgono un'ampia gamma di manifestazioni cliniche, che 
vanno dall’interessamento di un solo organo sino al coinvolgimento multisistemico; i 
pazienti adulti presentano, generalmente, segni di miopatia associata ad un 
coinvolgimento più o meno severo del sistema nervoso centrale, con un quadro clinico 
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caratterizzato da atassia, perdita dell’udito, paralisi, neuropatia, retinopatia e, più 
raramente, disturbi del movimento (Zeviani et al, 2004).  
Talora i pazienti affetti da malattie mitocondriali mostrano solo debolezza muscolare 
e/o ridotta tolleranza allo sforzo fisico (Zeviani et al, 2003). Nei pazienti pediatrici, le 
manifestazioni cliniche più frequenti includono un grave ritardo nello sviluppo 
psicomotorio, ipotonia ed acidosi lattica; inoltre spesso presentano disturbi 
cardiorespiratori (Zeviani et al, 2004). Numerose caratteristiche morfologiche e 
biochimiche caratterizzano la maggior parte di queste sindromi. 
Alterazioni tipiche riguardano il muscolo scheletrico, le cui fibre sono caratterizzate da 
una proliferazione segmentaria di mitocondri anormali, causando l'insorgenza delle 
cosiddette fibre “ragged red” (RRF); molto comune è anche la presenza di elevati 
livelli di acido lattico nel sangue, derivante dall'accumulo di acido piruvico 
conseguente ad una insufficiente respirazione mitocondriale.  
Possiamo suddividere le malattie mitocondriali in tre grandi gruppi nosologici:  
 1) patologie caratterizzate dalla presenza di mutazioni del mtDNA a insorgenza 
sporadica o a trasmissione materna; 
 2) patologie causate da mutazioni di geni nucleari collegati alla fosforilazione 
ossidativa. La maggioranza delle patologie mitocondriali rientra in questo gruppo. 
 3) malattie dovute a mutazioni in geni nucleari adibiti al controllo dell'integrità 
strutturale e la propagazione del mtDNA, dalle quali nasce una nuova classe di 
patologie dovute alla difettosa comunicazione nucleo-mitocondriale. 
L’insorgenza di ciascuna patologia si colloca preferenzialmente in una determinata 
fascia d’età, per cui si distinguono per frequenza malattie neonatali, malattie infantili e 
giovanili e malattie dell’età adulta. Nel periodo neonatale si manifestano con maggior 
frequenza disturbi come la sindrome di Leigh e la sindrome di Pearson. Patologie 
classiche dell’età infantile e giovanile sono invece la sindrome MELAS 
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(mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, stroke-like episodes), la sindrome 
di Kearns-Sayre (KSS syndrome), la sindrome NARP (neurogenic muscle weakness, 
ataxia retinitis pigmentosa), la LHON (Leber’s hereditary optic neuropathy) e la 
sindrome MERRF (myoclonic epilepsy with ragged red fibers). 
 
1.5.1. Mutazioni del DNA nucleare 
 
Queste patologie vengono classificate complessivamente come disordini mendeliani 
della catena respiratoria poiché, essendo associate a geni allelici, non sono soggette 
ad eredità materna come le patologie dovute a difetti nel mtDNA. Le patologie 
mitocondriali dovute a difetti nel nDNA sono molto numerose, sia perché la maggior 
parte delle subunità della catena respiratoria sono a codifica nucleare, sia perché il suo 
corretto funzionamento dipende dalla codifica di importanti fattori addizionali. Per 
questa ragione si distinguono in primo luogo i difetti “diretti” da quelli “indiretti” della 
catena respiratoria, dove i primi sono legati a mutazioni che colpiscono direttamente le 
subunità di origine nucleare, e i secondi sono associati ad alterazioni nelle proteine 
ausiliare della catena respiratoria e in quelle adibite al mantenimento dell’integrità 
genomica mitocondriale. Infatti poiché tutti i fattori responsabili del mantenimento e 
della replicazione del mtDNA sono codificati da geni nucleari, mutazioni che 
avvengono in uno di questi geni possono inficiare l’integrità del mtDNA, causando 
lesioni molecolari sia qualitative (modifiche strutturali quali per esempio delezioni 
multiple) che quantitative (deplezioni, ovvero diminuzioni della quantità totale di 
mtDNA) (Spinazzola et al, 2005).  
Mutazioni che colpiscono direttamente le subunità di origine nucleare sono state 
trovate in tutti e cinque i complessi della fosforilazione ossidativa, con un picco di 
frequenza nel complesso I (Di Mauro et al, 2013). Le disfunzioni associate a queste 
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mutazioni ‘dirette’ si manifestano precocemente se non immediatamente alla nascita e 
sono spesso letali. Sotto il profilo clinico sono simili alla sindrome di Leigh, disordine 
che riflette l’effetto nefasto della riduzione energetica sul sistema nervoso in via di 
sviluppo.  
I difetti che compromettono indirettamente l’attività dei complessi respiratori e 
l’integrità del mtDNA coivolgono molti ‘pathways’ differenti, e possono essere 
classificati in categorie autonome: 
- difetti nell’assemblaggio dei complessi della catena respiratoria. In questa categoria 
le mutazioni patogenetiche sono spesso associate a difetti dei complessi I, III e IV. 
SURF1 ad esempio codifica per un fattore di assemblaggio che sembra specifico per il 
complesso della citocromo c ossidasi (Zhu et al, 1998) ed è considerato il sito più 
frequentemente mutato nei casi di sindrome di Leigh. Anche proteine chaperone che 
contribuiscono alla definizione strutturale possono essere colpite, come ad esempio la 
BCS1L nella sindrome GRACILE, richiesta per l’inserimento della subunità Fe-S di 
Rieske nel complesso III (Visapää et al, 2002). 
- difetti della traduzione del mtDNA. Il processo traduzionale è complesso e si articola 
in varie fasi che vedono il coinvolgimento di molte proteine accessorie, quali proteine 
ribosomali, fattori di assemblaggio per le proteine ribosomali, amminoacil-tRNA 
sintetasi, fattori di attivazione della traduzione, fattori di inizio, fattori di elongazione, 
di rilascio, ecc. Mutazioni nei relativi geni sono state identificate in un gruppo di 
patologie in rapida espansione, tra cui una forma ad esordio tardivo di sindrome di 
Leigh con deficit di COX, acidosi lattica neonatale fatale, paraplegia spastica, 
sindrome infantile epatocerebrale, encefalo-miopatia infantile, leucoencefalopatia, ecc. 
(Kemp et al. 2011). 
- difetti del mezzo lipidico della membrana mitocondriale interna (MIM). I fosfolipidi 
che compongono la membrana interna non sono una mera impalcatura; deficienze da 
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cardiolipina sono state documentate in casi di sindrome di Barth (Vreken et al. 2000; 
Schlame et al. 2002), mentre la mancanza di acido fosfatidico, suo precursore, e di 
acido isofosfatidico sono associate a problemi di assemblaggio dell’ADP-ATP 
traslocasi (ANT1) e sembrano dovute a mutazioni nel gene per l’acil-glicerolo chinasi 
(Mayr et al. 2012); presumibilmente la perdita di questi fosfolipidi previene 
l’assemblaggio di ANT1, ma il meccanismo è ancora sconosciuto. 
- difetti della dinamica mitocondriale. I mitocondri costantemente si muovono e vanno 
incontro a processi di fusione e fissione; interferenze con questo dinamismo risultano 
in situazioni patologiche alle quali è suscettibile soprattutto il sistema nervoso, nel 
quale i mitocondri devono effettuare lunghi spostamenti lungo gli assoni centrali e i 
nervi periferici (Di Mauro et al. 2013). Mutazioni possono interessare i geni per la 
fusione, tra cui i principali sono quelli per le mitofusine MFN1 e MFN2 operanti a 
livello della membrana esterna, e quello per la GTP-asi OPA1 operante a livello della 
membrana interna. Altre mutazioni interessano geni per la fissione, come DLP1 
(anch’esso una GTP-asi), FIS1 e MFF, i cui prodotti sono reclutati alla membrana 
esterna. Le patologie in cui sono state riscontrate mutazioni per questi geni sono 
l’atrofia ottica dominante, dovuta a mutazioni in OPA1 (Alexander et al. 2000; 
Delettre et al. 2000), due tipi di neuropatia di Charcot-Marie-Tooth relativamente ai 
geni MFN2 e GDAP1 (Rouzier et al. 2012), e alcune forme di encefalomiopatia 
infantile associata a difetti della fissione correlati a DLP1 e MFF (Waterham et al. 
2007; Shamseldin et al. 2012). 
- difetti del mantenimento del DNA mitocondriale. I mitocondri hanno perso molto 
della loro originale indipendenza all’interno delle cellule eucariotiche, dove è il nucleo 
ad occuparsi della replicazione del mtDNA, oltre a garantire la sua integrità. Quando il 
dialogo tra i due genomi è difettoso ne risultano disturbi attribuibili a riarrangiamenti 
del mtDNA e mutazioni puntiformi che colpiscono principalmente il macchinario 
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replicativo o il pool mitocondriale di deossinucleotidi trifosfati (dNTP). Mutazioni a 
carico della replicazione sono frequenti nei geni della polimerasi POLG e 
dell’elicasi mitocondriale Twinklee possono determinare una forma di oftalmoplegia 
esterna progressiva (PEO), caratterizzata da delezioni multiple del mtDNA (Spelbrink 
et al, 2001; VanGoethem et al, 2001). Riguardo al pool nucleotidico necessario alla 
replicazione, sono stati trovati difetti in vari enzimi che ne regolano la disponibilità, 
soprattutto in associazione a deplezioni del DNA mitocondriale (Suomaleinen et al, 
2010).Le sindromi ad essi associate sono principalmente quattro: miopatia (con 
mutazioni nel gene TK2), epatoencefalopatia (DGUOK, MPV17), encefalomiopatia 
(SUCLA2, SUCLG1 e RRM2B) ed encefalomiopatia neurogastrointestinale (sindrome 
“MNGIE”, in cui è alterato il gene TYMP). 
 
 
 
Fig.10 – Interazione tra DNA nucleare e DNA mitocondriale; l’immagine mostra la complessa 
interazione tra i geni codificati dal nucleo e i processi che controllano nel mitocondrio (modificato 
da Chinnery et al, 2013) 
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1.5.2. Mutazioni del DNA mitocondriale 
 
Le mutazioni del DNA mitocondriale sono in maggioranza riarrangiamenti e 
mutazioni puntiformi; sebbene l’80% delle regioni codificanti del mtDNA codifichi 
per proteine, la maggior parte delle mutazioni patogenetiche colpiscono i geni per i 
tRNA. I riarrangiamenti consistono di delezioni parziali del mtDNA o, più raramente, 
duplicazioni. Entrambe sono in genere eteroplasmiche; le delezioni rappresentano la 
più frequente anormalità genetica nelle patologie mitocondriali. La delezione più 
comune (“common deletion”) è lunga 4977 pb ed è fiancheggiata da una regione 
composta da una sequenza ripetuta di 13 nucleotidi. Questi riarrangiamenti sono quasi 
sempre associati a manifestazioni patologiche complesse, quali la sindrome di Pearson 
(Rotig et al, 1995), la sindrome di Kearns-Sayre (Zeviani et al, 1988) e l'oftalmoplegia 
esterna progressiva (Degoul et al, 1991).  
Le mutazioni puntiformi possono interessare geni codificanti tRNA, rRNA e mRNA; a 
differenza dei riarrangiamenti che sono quasi sempre eventi sporadici, esse vengono 
trasmesse per via matrilineare.  
Il mtDNA è altamente polimorfico nella specie umana, perciò per distinguere un 
polimorfismo benigno da una mutazione patogenetica ci si riferisce ad alcuni criteri 
stabiliti: la mutazione 
- deve colpire un residuo altamente conservato; 
- deve co-segregare col fenotipo associato alla malattia indipendentemente dall’etnia 
dell'individuo affetto; 
- dovrebbe essere eteroplasmica e mostrare preferibilmente una correlazione 
quantitativa con la severità del fenotipo. Questo avviene nella maggior parte delle 
patologie mitocondriali, anche se si riscontrano alcune eccezioni. Ad esempio sono 
frequentemente omoplasmiche le mutazioni nelle subunità di tre complessi della 
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catena respiratoria (I, III, IV) che risultano nel fenotipo della “neuropatia ottica 
ereditaria di “Leber” (LHON), sindrome ad esordio infantile contraddistinta dalla 
perdita della visione centrale (Wallace et al 1988).  
Un altro elemento caratterizzante la complessità di tutte o quasi le patologie 
mitocondriali è l’eterogeneità genetica; è possibile infatti che diverse mutazioni nello 
stesso gene si trovino associate allo stesso fenotipo (eterogeneità allelica) come anche 
mutazioni in geni differenti (eterogeneità di locus). La sindrome di Leigh costituisce in 
questo senso un caso esemplare; è una malattia neurodegenerativa precoce che 
colpisce prevalentemente i gangli della base, caratterizzata da un ritardo nello sviluppo 
mentale, regressione psicomotoria, disfunzione del sistema cerebrale ed acidosi lattica. 
E’ la patologia mitocondriale più comune e sinora sono state descritte almeno 26 
mutazioni distribuite in 11 geni mitocondriali differenti (8 mRNA e 3 tRNA) 
(Finsterer, 2008). Di queste ben 6 mutazioni diverse sono state descritte nel gene MT-
ATP6 in associazione con difetti dell’ATP sintasi, trasmessi per via materna: due 
localizzate al nt. 8993, due al nt. 9176, una in posizione nt. 9185 e una al nt. 9191 
(Holt et al, 1990; de Vries et al, 1993; Thyagarajan et al, 1995; Carrozzo et al, 2001; 
Moslemi et al, 2005). Le due mutazioni al nt. 8993 sono la trasversione T>G e la 
transizione T>C causanti rispettivamente la sostituzione di una Leucina altamente 
conservata in una Arginina (cambio aminoacidico L156R) o in una Prolina (L156P). 
Entrambe le mutazioni sono associate sia al fenotipo della sindrome MILS (maternally 
inherited Leigh syndrome) (Santorelli et al, 1993), che a quello della sindrome NARP 
(Holt et al, 1990) la cui espressione è legata al livello di eteroplasmia esibito dalle 
mutazioni; ciò costituisce uno speciale tipo di effetto-soglia, per cui la prima viene 
considerata la forma più severa della seconda. Un caso analogo è quello della 
mutazione A>G al nt. 3243 dove bassi livelli mutazionali sono associati a diabete 
mellito con sordità neurosensoriale matrilineare (DMDF), medi livelli soprattutto a 
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miopatia mitocondriale (MM), ed alti livelli alla sindrome MELAS, malattia con 
encefalomiopatia, acidosi lattica, epilessia ed episodi a tipo stroke (Finsterer , 2007).  
 
1.6. La sindrome NARP  
 
La sindrome NARP è clinicamente eterogenea, ma è ricorrente una combinazione di 
neuropatia sensori-motoria, atassia cerebellare e cecità notturna; altri sintomi 
riscontrabili sono retinopatia ‘sale e pepe’ precoce, retinite pigmentosa, rallentamento 
nel riflesso pupillare fotomotore, nistagmo, debolezza muscolare prossimale 
neurogena, ritardo nello sviluppo, atrofia cortico-spinale, perdita dell’udito, crisi 
epilettiche e demenza. La prevalenza non è conosciuta con precisione ed è stimata 
essere di 0.8-1/100000. La sindrome è trasmessa per via materna in associazione alla 
mutazione 8993T>G, identificata da Holt e collaboratori (Holt et al, 1990). 
Successivamente sono state identificate altre mutazioni correlate al fenotipo NARP: la 
variante 8993T>C, scoperta inizialmente analizzando soggetti affetti da sindrome di 
Leigh (De Vries et al, 1993; Santorelli et al, 1994), la 9176T>C (Thyagarajan et al, 
1995) e la 9176T>G (Carrozzo et al, 2000); quest’ultime determinano le sostituzioni 
amminoacidiche L217R e L217P, le stesse osservate per le mutazioni 8993T>G/C. 
Anche considerando alcune eccezioni (Debray et al, 2007) esse sono considerate meno 
gravi e meno frequenti della 8993T>G. In particolare quando la Leucina è sostituita 
dall’ Arginina (L156R e L217R) si osservano difetti energetici più profondi rispetto 
alla sostituzione con la Prolina (L156P e L217P), (Vazquez-Memije et al, 2009). 
Tuttavia, nonostante il sovrapporsi di simili difetti biochimici, vengono proposti 
differenti meccanismi alla base della loro origine. 
 Più recente è l’identificazione della mutazione 9185T>C che sembra correlare 
maggiormente con il fenotipo MILS (Moslemi et al, 2005; Childs et al, 2007; Castagna 
et al, 2007). Recentemente è stata identificata una nuova mutazione (8989G>C) in 
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associazione con il fenotipo NARP la quale altera l’amminoacido precedente a quello 
canonico, determinando la sostituzione amminoacidica A155P (Duno et al, 2013). 
Tutte queste mutazioni risiedono nel gene MT-ATP6 che codifica per la subunità 
ATP6 dell’ATP sintasi, corrispondente alla subunità a in E. coli, coinvolta insieme alla 
subunità ATP8 nel convogliamento del flusso protonico dalla particella F0 verso la 
particella F1, e portano ad una compromissione della sintesi di ATP mitocondriale. 
Come già accennato le mutazioni 8993T>G/C sono alla base anche dell’insorgenza 
della sindrome MILS. L’espressione differenziale dell’una o dell’altra patologia 
dipende direttamente dal carico mutazionale, e perciò è riconducibile al fenomeno 
dell’eteroplasmia. In particolare con percentuali di mutazione superiori al 90% si 
assiste alla comparsa della sindrome MILS, mentre quando le percentuali sono 
inferiori all’85% si osserva in genere il fenotipo NARP. Per quanto riguarda la pratica 
diagnostica i risultati delle analisi spettrofotometriche dei complessi della catena 
respiratoria non si discostano sensibilmente da quelli normali. Le analisi genetiche 
condotte a partire da DNA estratto da sangue periferico invece sono sensibili e 
informative del carico mutazionale medio presente in tutti i tessuti, essendo questo 
poco variabile con l’età e lo specifico tessuto (White et al, 1999c). Non è nota la 
proporzione esatta di pazienti NARP portatori di una mutazione rilevabile al nt. 8993, 
ma sembra essere maggiore del 50% almeno in individui con elevati valori di lattato 
nel sangue (Thorburn et al, 2003). Così come anche nelle altre malattie, una quota di 
individui affetti risulta negativa alle analisi genetiche. La presenza della mutazione al 
nucleotide 8993 è fortemente predittiva per il fenotipo NARP, ed ha un potenziale 
utilizzo nella diagnosi prenatale (Harding et al, 1992), pratica che nel corso degli anni 
è andata gradualmente affinandosi per il contributo di numerosi studi che hanno 
accertato alcune caratteristiche favorevoli alla sua applicazione (White et al, 1999).  
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1.6.1. La diagnosi prenatale  
 
Con questa definizione si intende quell’insieme di tecniche finalizzate 
all’identificazione di una patologia prima della nascita dell’individuo. La sua 
applicazione nel campo delle malattie mitocondriali può dare risultati consistenti solo 
nel caso delle patologie associate a mutazioni stabili, tra le quali figura la 8993T>G. 
Molti studi si sono concentrati nello stabilire la correlazione tra i sintomi clinici e la 
proporzione di DNA mutato al nucleotide 8993, e mentre è apparso evidente che livelli 
maggiori di eteroplasmia sono associati a manifestazioni cliniche più gravi (Mäkelä-
Bengs et al, 1995; Uziel et al, 1997; White et al, 1999a; Carelli et al, 2002), trovare 
una spiegazione ai rapidi cambiamenti di questi livelli attraverso le generazioni ha 
posto maggiori difficoltà. Una madre portatrice della mutazione infatti può dare 
origine a una prole con livelli molto variabili di mtDNA mutato, con livelli di 
eteroplasmia sia maggiori che minori rispetto a se stessa. Una spiegazione di questo 
fatto può essere il verificarsi di un “collo di bottiglia” mitocondriale, un meccanismo 
di deriva genetica capace di agire a livello dell”oocita durante l'oogenesi a causa del 
quale il numero dei mitocondri subisce un’importante riduzione seguita da un processo 
di amplificazione che ripristina gradualmente il normale contenuto di mitocondri 
prima che l’oocita raggiunga la maturazione. Considerato che la cellula uovo matura 
contiene circa 100000 copie di mtDNA e che le mutazioni puntiformi sono eventi rari, 
deve esserci un meccanismo di selezione dove la singola molecola o un pool di 
molecole mutanti divengono i fondatori. Di conseguenza, solo una parte delle 
molecole di mtDNA della cellula uovo interverrebbero nel processo di ripopolazione 
durante il passaggio da una generazione all’altra attraverso un processo di espansione 
clonale (Chinnery PF et al, 2000), e sin dalle prime indagini i dati hanno indicato 
concordemente come questo evento si produca a uno stadio piuttosto precoce 
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dell’oogenesi (Jenuth et al, 1996; Laipis, 1996; Meirelles et al, 1997; White et al, 
1999a; Cree et al, 2008). La teoria del collo di bottiglia avanzata nei primi studi 
suggerisce che il numero di molecole di mtDNA subisce una riduzione di entità 
variabile durante l’oogenesi (probabilmente nelle cellule germinali primordiali pre-
migratorie), prima di subire un evento di amplificazione ‘random’; oppure che una 
sub-popolazione di mtDNA è usata come templato per la replicazione (Hauswirth et al, 
1982). Nel caso della sindrome NARP questa teoria è supportata dalla distribuzione 
asimmetrica della mutazione 8993T>G in differenti oociti (Blok et al, 1997) e dal fatto 
che nel 20% circa delle famiglie portatrici la mutazione risulta da un’espansione di una 
mutazione de novo (de Coo et al, 1996; Degoul et al, 1997; Santorelli et al, 1997; 
Seller et al, 1997; Uziel et al. 1997; White et al, 1999). Dopo la nascita si verificano 
ulteriori processi di segregazione somatica del mtDNA, per cui gli individui portatori 
della mutazione mostreranno percentuali di distribuzione differenti nei diversi tessuti; 
tuttavia l’ammontare medio di mtDNA mutante nella prole e negli ovociti tende verso 
valori simili a quelli materni (Marchington et al, 1998). Dati più recenti hanno 
permesso di offrire visioni alternative sulla natura di questo collo di bottiglia; un 
modello prevede che la variazione nei livelli di eteroplasmia sia generata attraverso 
una segregazione ineguale di clusters di molecole di mtDNA identiche tra loro situati 
nelle cellule germinali primordiali, definiti ‘nucleoidi’ (Cao et al, 2007), senza che si 
verifichi alcun evento di riduzione nel contenuto di mtDNA della linea germinale 
durante l’oogenesi embrionale (Cao et al, 2009). Altri studi propongono che la 
variazione possa derivare da un’amplificazione postnatale di una sub-popolazione di 
molecole durante la maturazione degli oociti (Wai et al, 2008), ma questo risultato è 
stato messo in discussione per la mancata normalizzazione dei valori di eteroplasmia 
nelle cellule germinali per i livelli iniziali di eteroplasmia nelle madri (Samuels et al, 
2010). Inoltre alcuni lavori riportano evidenze di una replicazione preferenziale per 
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quelle molecole di mtDNA localizzate in mitocondri prossimi al nucleo (Davis and 
Clayton, 1996), forse a causa della maggior rapidità con cui i fattori di replicazione di 
origine nucleare raggiungono tali organelli. Di conseguenza la posizione dei 
mitocondri potrebbe giocare un ruolo determinante nello stabilire quali molecole di 
mtDNA siano selezionate per l’amplificazione. Attualmente dunque è ancora aperto il 
dibattito sul momento in cui avverrebbe il collo di bottiglia e sull’esistenza di un 
meccanismo di deriva casuale oppure di un effetto selettivo operante durante la 
trasmissione del mtDNA, meccanismi che potrebbero variare a seconda della 
mutazione considerata (Carling et al, 2011). 
Nel 1999 sono stati pubblicati tre lavori incentrati sulla diagnosi prenatale per la 
sindrome NARP (White SL et al. 1999a, b, c), in cui veniva effettuata una revisione 
della letteratura precedente, arrivando a selezionare 56 pedigrees con le due mutazioni 
8993T>G/C. Oltre alla correlazione genotipo/fenotipo per le due mutazioni, vengono 
messi in rapporto i livelli di eteroplasmia tra madri e figli, osservando una certa 
tendenza del carico mutazionale ad aumentare nei figli, spesso attraverso un rapido 
processo di segregazione che porta in breve all’omoplasmia. In più viene valutata la 
correlazione tra il carico mutazionale misurato nei villi coriali (o nelle cellule fetali) e 
le manifestazioni cliniche della prole, rendendo possibile l’elaborazione di un modello 
di ricorrenza di rischio per la malattia più preciso di quello inizialmente definito 
(White et al. 1999a). Nello stesso periodo i medesimi autori pubblicano il caso di due 
donne sottoposte all’analisi prenatale, entrambe con una storia familiare collegata alla 
sindrome e con valori di mutazione nel sangue rispettivamente del 7% e del 53% 
(White et al. 1999b) . Il terzo lavoro infine mostra come le percentuali di mutazione 
non subiscano variazioni importanti in maniera dipendente né dall'età né dal tessuto in 
esame (White et al. 1999c). Negli anni seguenti altri lavori confermano l'attendibilità 
dell’analisi su placenta e amniociti nel rispecchiare il carico di mtDNA mutato nei 
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tessuti del feto (Pettman R. et al, 2007), suggerendo che i livelli di eteroplasmia 
durante la gravidanza rimangano piuttosto stabili (Steffann J et al. 2007).  
 
1.6.2. Diagnosi genetica pre-impianto  
 
La diagnosi pre-impianto (Preimplantation Genetic Diagnosis, PGD) rappresenta una 
metodologia complementare alle tecniche di diagnosi prenatale che permette di 
identificare la presenza di malattie genetiche o di alterazioni cromosomiche in fasi 
molto precoci di sviluppo (stadio 6-8 cellule), in embrioni generati in vitro da coppie 
con elevato rischio riproduttivo, prima del loro impianto in utero. Questo approccio è 
stato molto studiato e dibattuto nell’ultimo decennio, sia per i vantaggi che può 
apportare nell’ambito della prevenzione della trasmissione dei disordini mitocondriali, 
sia in merito ai problemi di ordine pratico ed etico relativi alla sua applicabilità. 
Questa metodologia permette di superare il dilemma, che sorge nel caso della diagnosi 
prenatale, di chi deve scegliere se interrompere una gravidanza o portarla a termine 
accettando i rischi che ne possono conseguire. l’esperienza finora accumulata mostra 
che è possibile utilizzare questa tecnica per ridurre al minimo i rischi di avere un figlio 
affetto da un disordine mitocondriale. I criteri per un’applicazione efficace della 
diagnosi pre-impianto sono stati estrapolati da quelli forniti per la diagnosi prenatale 
(Poulton e Turnbull, 2000), secondo i quali è necessaria: 
- una forte correlazione tra carico mutazionale e severità del fenotipo; 
- una distribuzione uniforme della mutazione nei diversi tessuti; nel caso della 
diagnosi pre-impianto l’uniformità riguarda i diversi blastomeri dell’embrione; 
- la stabilità nel tempo del carico mutazionale. 
Anche in questo caso la mutazione 8993T>G soddisfa tutte queste condizioni, ma una 
predizione abbastanza accurata può essere fatta solo con percentuali di eteroplasmia 
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inferiori al 30-40% o superiori al 90%. La cosiddetta “zona grigia” compresa tra 40-
90% (Tatuch et al, 1992; Ciafaloni et al, 1993; White et al 1999) dà luogo ad un esito 
incerto nel caso in cui non siano disponibili embrioni con livelli inferiori di mutazione. 
Studi compiuti da Steffann et al. (2006) indicano che in virtù della segregazione 
meiotica asimmetrica presentata dalla mutazione 8993T>G è possibile selezionare 
embrioni con un basso carico mutazionale, i quali hanno maggiori probabilità di essere 
disponibili. 
La diagnosi pre-impianto è attualmente regolata in Italia dalla legge 40/2004 che ne 
permette l’applicazione alle sole coppie infertili. Tuttavia nel 2013 il tribunale di 
Roma ha acconsentito al suo utilizzo per una coppia fertile con un figlio affetto da 
fibrosi cistica, applicando una sentenza definitiva della corte di Strasburgo la quale ha 
sancito “l’incoerenza dell’attuale legislazione italiana in materia di diagnosi pre-
impianto”. A parte quest’unica eccezione, questa metodica continua ad essere una 
valida opzione soprattutto per quelle coppie legate indissolubilmente alla necessità di 
ricorrere alla fertilizzazione in vitro.  
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2. SCOPO DEL LAVORO 
 
Questo lavoro si è prefisso uno scopo duplice. Da un lato si è voluta eseguire la 
caratterizzazione genetica e funzionale di una piccola casistica di pazienti con quadro 
clinico suggestivo di NARP e ottenere così la loro più precisa definizione molecolare. 
Il secondo scopo è stato valutare se dai dati generati sperimentalmente e dall’esame 
della letteratura prodotta nella NARP emergano fattori che oltre a rendere predittiva la 
determinazione antenatale della mutazione, siano in grado di condizionare e orientare 
la consulenza genetica. 
Dopo aver formulato l’obiettivo, si è proceduto alle analisi genetiche del DNA 
mitocondriale estratto da differenti tessuti di pazienti che presentavano il fenotipo 
associato alla sindrome, al fine di verificare la presenza e quantificare il contenuto 
della mutazione 8993T>G. Inoltre sono state allestite colture primarie di fibroblasti 
derivati da biopsie cutanee degli stessi pazienti, tramite le quali è stato possibile 
effettuare il dosaggio dell' ATP.  
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3. MATERIALI E METODI 
 
3.1. Casistica 
 
Un totale di 11 pazienti (4 maschi e 7 femmine, età media 38 anni) sono stati 
selezionati sulla base della storia clinica di familiarità per la sindrome di neuropatia, 
atassia e disturbi visivi o per la presentazione di un quadro clinico caratterizzato da 
una atassia sensoriale lentamente progressiva, neuropatia sentivo-motoria assonale, e 
disturbi della visione notturna. Le valutazioni cliniche ed il reclutamento dei pazienti 
sono state effettuate nel periodo aprile 2012- novembre 2013. I dati clinici sono stati 
raccolti e inseriti in un database specifico disegnato in accordo con il progetto 
“Nation-wide Italian Collaborative Network of Mitochondrial Diseases” finanziato 
dalla Fondazione Telethon (progetto GUP09004) e sostenuto da Mitocon ONLUS 
(www.mitocon.it/ ), l'associazione dei pazienti affetti da encefalomiopatie 
mitocondriali. Le indagini diagnostiche e paracliniche (studi neurofisiologici e di 
risonanza magnetica dell'encefalo) sono state eseguite secondo le regole della buona 
pratica clinica. Tutti i pazienti hanno compilato almeno una valutazione alla scheda 
NAMDS-Annesso I secondo le direttive della Newcastle Adult Mitochondrial Disease 
Scale (Schaefer et al, 2006). Tutti i pazienti hanno donato materiale biologico (sangue, 
o urine, o cellule di sfaldamento della mucosa buccale, o capelli) per gli studi genetici 
ed in un caso è stata eseguita una biopsia di cute per l'allestimento di una linea 
cellulare di fibroblasti cutanei per gli studi funzionali. Tutte le procedure sono state 
eseguite in accordo con le norme vigenti per gli studi genetici previo consenso 
informato scritto e secondo le direttive del comitato etico dell'Azienda Ospedaliera 
IRCCS Fondazione Stella Maris, Calambrone-Pisa 
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3.2. Colture primarie 
 
Fibroblasti umani sono stati ottenuti da biopsia cutanea del paziente 1; le cellule sono 
caratterizzate dalla mutazione 8993T>G (L156R) del mtDNA, e hanno mostrato un 
rallentamento nel ritmo di crescita. I fibroblasti sono stati fatti crescere in Dulbecco's 
modified Eagle's medium [DMEM] contenente 4.5 mg/ml di glucosio, al quale sono 
stati aggiunti 10% di siero fetale bovino, e 50g/ml di uridina. 
  
3.3. Estrazione del DNA  
 
Il DNA è stato estratto da campioni biologici con diversa origine embrionale, ovvero 
sangue, urine, mucosa buccale, capelli e fibroblasti. Nel caso dei fibroblasti dei 
pazienti, dopo un lasso di tempo variabile viene relizzato un ‘pellet’ da cui isolare il 
DNA contenuto ed eseguire le analisi molecolari necessarie all'identificazione della 
mutazione 8993T>G; un'altra parte delle cellule può essere espansa per essere 
sottoposta ad indagini funzionali (ad esempio la determinazione del contenuto di 
ATP), e un'altra quota viene conservata in appositi criotubi in azoto liquido. Per 
ottenere il pellet le cellule vengono tripsinizzate per indurre il distacco dalla superficie 
alla quale sono adese, poi vengono risospese in terreno e raccolte in una falcon da 
10ml; quindi si centrifuga a 1000 rcf per 5', si elimina il sovranatante e il pellet 
risultante viene lavato in PBS.  
Per l'estrazione del DNA è stato utilizzato il "Magna pure compact" (Roche), un 
sistema automatizzato in grado di isolare gli acidi nucleici a partire da campioni di 
materiale grezzo (sangue, urine, cellule). Nel processo di purifica del DNA le 
operazioni basiche dello strumento sono le seguenti: 
- il materiale viene caricato dall'operatore nell'apposita cartuccia alla quantità richiesta 
dal programma scelto (400 ul);  
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- una volta avviata l'operazione al campione viene aggiunta una soluzione contenente 
un buffer di lisi per rompere le membrane cellulari e la proteinasi K per eliminare la 
componente proteica; 
- segue l'inserimento di biglie di silice magnetiche all'interno delle provette, sulla cui 
superficie si legano le molecole di DNA per adsorbimento; 
- successivamente si ha la separazione magnetica dei complessi biglia-DNA dalla 
restante miscela, i quali sono sottoposti a vari lavaggi in sequenza per rimuovere i 
detriti cellulari e altre componenti aspecifiche; 
- infine il DNA viene eluito all'interno di nuove provette grazie all'impiego di buffer 
salini o di alte temperature che inducono la dissociazione dei complessi. 
 
 
3.4. Amplificazione di sequenze specifiche mediante PCR 
 
La reazione polimerasica a catena (PCR, Polymerase Chain Reaction), ideata nel 1983 
da Kary B. Mullis, costituisce l’innovazione biotecnologica più importante degli ultimi 
20 anni. 
La PCR è, di fatto, una reazione di amplificazione in vitro di un segmento specifico di 
DNA. Nella reazione sono coinvolti tre segmenti dell’acido nucleico: lo “stampo” di 
DNA a doppia elica, che deve essere amplificato e due primers, complementari a zone 
specifiche sulle opposte catene di DNA. Ogni primer innesca la sintesi di catene verso 
l’altro primer. Il risultato è una amplificazione della regione di DNA compreso tra gli 
stessi primers. Inoltre sono presenti una componente proteica enzimatica (una DNA 
polimerasi), appropriati deossiribonucleotidi, un tampone e dei sali. L’enzima 
inizialmente utilizzato era facilmente distrutto dal calore e, di conseguenza, doveva 
essere aggiunto durante ciascun ciclo della reazione; la polimerasi attualmente 
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utilizzata, invece, la Taq polimerasi, estratta da un batterio termofilo (Thermus 
aquaticus), è termoresistente e quindi stabile e attiva alle alte temperature e può essere 
aggiunta solo all’inizio del processo.  
Un tipico ciclo di PCR comprende le seguenti fasi: 
1) Denaturazione mediante calore del DNA a doppia elica. La temperatura e il tempo 
di questa fase dipendono dal mezzo di reazione e dalla composizione in basi, dalla 
lunghezza e dalla quantità del DNA bersaglio. 
2) Ibridazione dei primers (annealing). Le condizioni di temperatura di questa fase 
dipendono dalla Tm ( temperatura di melting), quindi dalla composizione in basi dei 
primers stessi. Per primers fino a 25 basi la Tm può essere calcolata secondo la 
seguente relazione: 
 
                   Tm = 2 °C (A+T) + 4°C (G+C) –5°C 
La durata di questo step deve essere scelta in base alla lunghezza e alla composizione 
dei primers. 
3) Elongazione della catena di DNA. La temperatura di estensione dei primers 
corrisponde a quella ottimale per l’enzima impiegato. Per la Taq polimerasi la 
temperatura generalmente utilizzata è di 72°C; a questa temperatura la Taq polimerasi 
è capace di incorporare 3550 nucleotidi al secondo. Il tempo di estensione dipende, 
principalmente, dalla lunghezza della sequenza che deve essere amplificata. 
La reazione ha un andamento esponenziale, dato che ad ogni ciclo gli stessi prodotti di 
amplificazione fungono da substrato per i cicli successivi. Sono sufficienti 25-30 cicli 
per ottenere milioni di copie della sequenza d’interesse.  
In questo lavoro la PCR è stata utilizzata per amplificare il DNA mitocondriale e per il 
suo sequenziamento (PCR di sequenza). Inoltre è stata utilizzata per amplificare la 
regione specifica contenente la mutazione 8993T>G allo scopo di effettuare la 
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metodologia dell'RFLP (restriction fragment length polymorphisms).  
Le PCR sono state preparate in un volume finale di 25 l. La quantità di DNA usata è 
di 100-200 ng/l a cui vengono aggiunti buffer 1,5 mM MgCl2, primers 1 M, dNTP 
200 mM e H20 sterile fino a raggiungere il volume finale. Le condizioni della PCR per 
effettuare l'RFLP sono: 94°C 1 min., 55°C 1 min., 72°C 1min, per 30 cicli. 
 
Primers Sequenze dei primers (5’-3’) 
MT 8650F CTAATCACCACCCAACAATGACTAAT 
MT 9180R TACTAGAAGTGTGAAAACGTAGGCTT 
 
 
3.5. Elettroforesi su gel d'agarosio  
 
Uno dei primi e più semplici metodi utilizzati per la rivelazione del DNA amplificato 
mediante PCR consiste nella corsa elettroforetica in un campo elettrico a intensità e 
direzione costante, su gel d’agarosio. In sostanza, un gel può essere immaginato come 
una rete molecolare attraverso le cui maglie si fanno migrare le macromolecole sotto 
l’azione di un campo elettrico. La velocità di migrazione elettroforetica di una 
molecola in un gel d’agarosio dipende da più parametri quali il peso molecolare, la 
conformazione dell’acido nucleico, la concentrazione dell’agarosio, la corrente 
applicata e la temperatura. In generale si può dire che la velocità di migrazione del 
DNA nella matrice del gel è inversamente proporzionale al log10 del numero di coppie 
di basi e quindi alla grandezza del frammento di DNA amplificato. In questo lavoro le 
molecole di DNA di interesse sono state separate su gel d’agarosio all’1.5%, preparato 
sciogliendo su una piastra riscaldante 1.5g di agarosio in 100 ml di tampone di corsa 
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TBE 1X (tris-borato e acido borico 0.089 M ed EDTA 0.001 M), nel quale viene 
aggiunto etidio bromuro in quantità pari a 5-10 μg/ml, un colorante fluorescente 
contenente un gruppo planare che ha la capacità di intercalarsi tra le basi del DNA. 
L’etidio bromuro legato al DNA ha un massimo di assorbimento alla lunghezza 
d’onda di 302 nm e, sottoposto ad illuminazione ultravioletta mediante un 
transilluminatore, emette una fluorescenza rosa/arancione consentendo così la 
visualizzazione delle bande che hanno migrato lungo il gel. 
 
3.6. Sequenziamento automatico 
 
La sequenza nucleotidica è stata ottenuta con il metodo di Sanger (Sanger, 1977) 
effettuando un’elettroforesi capillare tramite il sequenziatore automatico “ABI 3500 
genetic analyzer” (Life Technologies) in associazione al kit “BigDye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kits” (Life Technologies). Questo metodo implica la formazione, a 
partire dal prodotto di PCR precedentemente purificato mediante reazione enzimatica 
“Exo-SAP” (exonuclease I-shrimp alkaline phosphatase ), di un nuovo filamento di 
DNA tramite la sintesi in vitro (PCR di sequenza) ad opera della DNA polimerasi. La 
sintesi inizia a partire da un oligonucleotide sintetico che viene utilizzato come primer, 
contenente sequenze complementari ad una regione stampo. La polimerizzazione 
termina con l’incorporazione di un analogo dei nucleotidi (dideossinucleotide). 
Un’unica reazione, contenente un’opportuna miscela di deossinucleotidi e differenti 
dideossinucleotidi marcati con diversi fluorocromi, permette la formazione di una 
popolazione eterogenea di catene di DNA, che terminano con un dideossinucleotide 
fluorescinato. Le reazioni di sequenza sono poi purificate con colonne “G50 Dye 
terminator removal kit” (RBC Bioscience) e caricate su una piastra dopo l’aggiunta di 
un agente denaturante (formammide). L’analisi degli elettroferogrammi è stata fatta 
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con l’ausilio del pacchetto software open source Finch TV. 
 
3.7. RFLP (restriction fragment length polymorphism) 
 
Gli enzimi di restrizione sono endonucleasi di origine batterica che riconoscono e 
tagliano il DNA a doppia catena a livello di siti di riconoscimento ben definiti. I siti di 
riconoscimento sono costituiti generalmente da una sequenza di 4-6 paia di basi e 
l’enzima opera un taglio del legame fosfodiesterico su ambedue le eliche. La 
specificità del riconoscimento delle sequenze da parte dell’enzima può essere 
utilizzata per l’identificazione di mutazioni. Infatti qualsiasi mutazione che alteri la 
composizione del sito di restrizione, impedirà il riconoscimento ed il taglio della 
sequenza stessa da parte dell’enzima. 
Il sito di restrizione può essere presente nel DNA nativo, oppure venire creato 
appositamente durante l’amplificazione con un primer modificato (Restriction 
Generating-PCR). 
Questa modificazione della restrizione del DNA si mette facilmente in evidenza 
mediante gel-elettroforesi del DNA dopo digestione con l’enzima specifico. Infatti, i 
frammenti tagliati dall’enzima e i frammenti interi, nei quali non è stata riconosciuta la 
sequenza specifica, migreranno differentemente nel gel d’agarosio dal momento che 
hanno dimensioni differenti. In questo lavoro, per confermare la presenza della 
mutazione 8993T>G e allo stesso tempo per poterla quantificare, i campioni di DNA 
dei quattro pazienti positivi al sequenziamento sono stati sottoposti a digestione con 
l'enzima specifico HpaII (o MspI); esso riconosce la sequenza 5'-CCGG-3' che viene a 
crearsi in presenza della mutazione NARP. Nello specifico, in seguito alla sostituzione 
nucleotidica 8993T>G, il frammento di 530pb amplificato con i primer 8650F e 
9180R, verrà tagliato a livello della prima Citosina (5'-C.....CGG-3') in due frammenti 
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di 342pb e 188pb, mentre il frammento wild-type non presenta il sito di restrizione 
dell’enzima, restando integro. Le digestioni sono state preparate utilizzando 2l di 
prodotto di PCR, 1l di enzima HpaII, 1.5l dello specifico buffer (10x) e portate ad 
un volume finale di 15l con acqua sterile. I prodotti di PCR sono stati incubati a 
37°Cover night nel bagnetto termostatato. Poi i frammenti sono stati separati tramite 
elettroforesi su gel di agarosio all'1,5%. Al termine della corsa elettroforetica il gel è 
stato osservato al transilluminatore per valutare il profilo di restrizione, e le immagini 
acquisite sono state sottoposte ad analisi densitometrica mediante il software “ImageJ” 
per registrare i valori di eteroplasmia. 
 
3.8. Dosaggio dell'ATP 
 
Dal punto di vista funzionale è stato valutato il contenuto di ATP in fibroblasti derivati 
da un paziente NARP con la mutazione 8993T>G. rispetto ai livelli misurati in un 
gruppo di controlli. Le cellule di ciascun campione utilizzato sono state seminate in tre 
condizioni differenti: in parte sono state seminate in condizioni basali di crescita per 
misurare l’ATP totale; una parte in presenza di glucosio e oligomicina, inibitore 
specifico dell’ATP-sintasi che consente di isolare la produzione glicolitica di ATP; 
infine una parte di cellule è stata seminata in un mezzo contenente 2-deossi-D-
glucosio e piruvato per poter misurare esclusivamente l’ATP mitocondriale.; Il 2-
deossi-D-glucosio ha una specifica attività inibitoria della via glicolitica, mentre il 
piruvato è il prodotto finale della glicolisi, il cui aumento di concentrazione sposta 
l’equilibrio di reazione a favore dei reagenti, coadiuvando l’effetto inibitorio. I livelli 
di ATP nei fibroblasti in coltura sono stati misurati attraverso il saggio enzimatico 
della luciferasi usando il kit "Luminescence ATP Detection Assay System" (ATPLite, 
PerkinElmer Life Sciences). Brevemente, 1x10
4
 cellule/pozzetto sono state seminate in 
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una piastra da 96 pozzetti e incubate in DMEM (Dulbecco's modified eagle's medium). 
. Dopo 48h le cellule vengono lavate e incubate per 2h con ATP 'record buffer' (156 
mM NaCl, 3 mM KCl, 2 mM MgSO4, 1.25 mM KH2PO4, 2 mM CaCl2, 20 mM 
HEPES, pH 7.35) supplementato con le tre soluzioni differenti, contenenti glucosio 10 
mM, glucosio 10 mM e Oligomicina 2.5 μg/ml, e infine 2-deoxy-D-glucosio 5 mMe 
piruvato 5 mM. Per ogni differente trattamento le cellule sono state seminate in 
triplicato per assicurare la riproducibilità del risultato e controllarne la variabilità. Le 
cellule sono state poi incubate con il reagente luciferina/luciferasi secondo il 
protocollo del kit e la produzione di ATP nei campioni è stata misurata usando un 
luminometro "Orion L microplate" (Berthold Detection Systems GmbH). 
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4. RISULTATI 
 
4.1. Risultati clinici 
 
Le caratteristiche cliniche e gli studi paraclinici negli 11 pazienti sono riassunti in 
tabella 1. Sei pazienti (P1, P3, P4, P7, P10,P11) presentavano le caratteristiche 
canoniche della sindrome NARP mentre gli altri 5 individui (P2, P5, P6, P8, P9) 
presentavano una forma incompleta della malattia. In tre pazienti (P4, P7 e P10) il 
quadro clinico manifestava oltre alle caratteristiche della sindrome NARP anche 
attacchi plurimensili di emicrania con aura, mentre un caso presentava anche un deficit 
uditivo ed affaticamento muscolare, tutte caratteristiche frequentemente osservate tra i 
pazienti con mutazioni del mtDNA. La valutazione NAMDS media era 
2712.
Paziente P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11
Età/Sesso 39/M 31/M 48/M 36/F 33/M 44/F 29/F 37/F 41/F 59/F 27/F
Storia familiare neg pos pos pos neg pos pos neg neg pos pos
Atassia + + + + - - - + + - -
Neuropatia + - + + + - - + + + +
Disturbi visivi + - - + + + + + + - -
Retinite Pigmentosa + - - - - + + - - - -
Sordità - - - + - - + - - + -
Emicrania/Cefalea - - - + - - + - - + -
Elettromiografia + - + - + - - - + - -
Velocità conduzione 
Motoria e Sensitiva
+ + - + - - - + + - +
Elettroretinogramma + + - - - - - - - - -
RMN encefalo - + + - + + - na na na na
NAMDS 40 23 33 36 21 22 21 19 24 14 9
Mutazione mtDNA + - - + - - - - - + +
 
Tabella 1. schema riassuntivo dei risultati clinici 
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4.2. Individuazione della mutazione 8993T>G 
 
 
I prodotti della PCR che amplificano la regione comprendente il nucleotide 8993 sono 
stati sottoposti a sequenziamento automatico per verificare la presenza della mutazione 
T>G. 
 
 
 
4.3. Determinazione della percentuale di mutazione 
 
Le cellule derivanti da diversi tessuti dei pazienti affetti dalla mutazione 8993T>G 
sono state analizzate per la determinazione del relativo carico mutazionale e per 
verificare il grado di eteroplasmia tra i tessuti. I campioni provenivano dai seguenti 
tessuti: sangue periferico, cellule di sfaldamento della mucosa buccale (‘buccal 
swab’), bulbo pilifero dei capelli, fibroblasti e campioni di urine. Nelle urine il 
Fig.11 – L’ immagine riproduce l’elettroferogramma del gene MTATP6 nella regione 
fiancheggiante la mutazione 8993T>G. Le frecce indicano il sito della mutazione e la sua assenza 
nel controllo. Le analisi sono state effettuate tramite il software “Finch TV 1.4.0” 
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contenuto di mtDNA proviene dalle cellule di sfaldamento delle vie urinarie, mentre 
nei campioni di sangue deriva maggiormente dalle cellule leucocitarie, oltre che in 
minor parte dalle piastrine. Per il paziente 1 erano disponibili i campioni di tutti i 
tessuti descritti, i quali, data l’origine embriologica, sono rappresentativi dei tre 
foglietti embrionali costituenti lo zigote in via di sviluppo; per il paziente 4 si 
disponeva unicamente del campione di urine; per il paziente 10 sono stati analizzati 
sangue, capelli e mucosa buccale; infine per il paziente 11 erano disponibili sangue, 
mucosa buccale, fibroblasti e urine. 
Sono stati amplificati tramite PCR i frammenti di mtDNA contenenti la regione 
fiancheggiante la mutazione, e i prodotti sottoposti all’analisi RFLP per la sua 
quantizzazione. La proporzione di mtDNA mutato è stata determinata mediante analisi 
densitometrica e calcolata come rapporto tra l’intensità delle bande del mutato e quella 
del wild-type. I valori osservati riflettono una sostanziale uniformità nella distribuzione 
della mutazione nei differenti tessuti.  
Nei fibroblasti del paziente 1 si è rilevato un valore medio di 92.8% con deviazione 
standard 2.20, nelle urine il valore medio si attesta intorno al 89.75% con una 
deviazione standard pari a 3.46, nel tampone buccale si è riscontrato un valore di 
81.25% con deviazione standard di 5.02, mentre il sangue presentava un valore di 
74.3% e deviazione standard di 5.67. Nelle urine del paziente 4 si è registrato un 
valore medio di 94.4% e deviazione standard 0,42. Il paziente 10, madre del paziente 
1, nel sangue, nella mucosa buccale e nei capelli mostrava rispettivamente i seguenti 
valori: 3.8%, 9.3% e 45%. Mentre per il paziente 11, madre di un bambino affetto da 
MILS, erano disponibili sangue, mucosa buccale, capelli e urine, che hanno mostrato 
valori di eteroplasmia rispettivamente del 17.3%, 26.5%, 31% e 26.6%. 
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Fig.12 - analisi RFLP su tessuti del paziente 1: L= ladder; U= urina; B= buccal swab; S= sangue; 
F=fibroblasti; C= ctrl. 
 
4.4. Dosaggio dell’ATP 
 
I risultati sono rappresentati come la media ± deviazione standard di 3 esperimenti 
indipendenti. 
 
 
 
0%
20%
40%
60%
80%
100%
120%
ATP totale (glucosio) ATP glicolitico (glucosio +
oligomicina)
ATP OXPHOS (2-deossi-D-
glucosio + piruvato)
CTRL
P1
* 
     M           U           B            S            F            F            Ctrl 
    89.7%     81.2%     74.3%            92.8%  
Fig.13 – L’istogramma evidenzia la diminuzione dell’ATP mitocondriale nel paziente rispetto 
al gruppo di controlli (* = p < 0.001) 
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I valori relativi alla misurazione dell’ATP totale sono stati presi come valori di 
riferimento, e gli scarti percentuali nel contenuto di ATP delle cellule esposte agli altri 
due trattamenti (oligomicina e 2-deossi-D-glucosio+piruvato) sono stati rapportati a 
questi valori. I fibroblasti del paziente (P1) mostrano un decremento statisticamente 
significativo dell’ATP derivante dalla fosforilazione ossidativa di circa il 56% rispetto 
al gruppo di controllo, mentre resta sostanzialmente inalterato il contenuto di ATP 
glicolitica. Il gruppo di controllo è costituito da individui esenti da malattie 
mitocondriali, confrontabili per sesso e per età.  
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5. DISCUSSIONE 
 
Dai risultati di questo lavoro le informazioni principali che ricaviamo confermano il 
profilo molecolare che emerge nei casi in cui si ha la diagnosi di sindrome NARP. In 
quattro pazienti (P1, P4, P10, P11) è stato possibile identificare la mutazione 
8993T>G; essa è risultata eteroplasmica nei tessuti da noi analizzati, con valori 
compresi tra il 74-93% nei pazienti 1 e 4. Il paziente 10, madre di P1, ha mostrato una 
variabilità compresa tra il 3-45%, mentre nel paziente 11 i valori di eteroplasmia erano 
compresi tra il 17% del sangue e il 31% dei capelli. Questi valori in primo luogo 
correlano con le caratteristiche cliniche; osservando la casistica in tabella 1 si osserva 
come i pazienti 1 e 4 abbiano il profilo clinico più grave, con i segni tipici indicati 
dall’acronimo NARP (neuropatia, atassia, retinite pigmentosa). I pazienti 10 e 11 
mostrano invece un fenotipo relativamente più “lieve”, in accordo con i valori più 
moderati dei livelli di mutazione. 
 Poiché la mutazione colpisce una subunità dell’ATP sintasi, si è proceduto al 
dosaggio dell’ATP nei fibroblasti in coltura del paziente 1. Il risultato ha mostrato un 
calo considerevole dell’ATP di origine mitocondriale. 
 Le indagini biochimiche volte a chiarire il meccanismo patofisiologico sotteso 
dall'azione di questa mutazione hanno dimostrato in letteratura una costante riduzione 
nella sintesi di ATP nei tessuti e nelle cellule di pazienti affetti con carico di 
mutazione compreso tra il 15% e il 95%. Alcuni studi hanno evidenziato un mancato 
accoppiamento fra il flusso di protoni diretto verso la matrice attraverso la subunità F0 
e la sintesi di ATP ad opera della subunità F1 (Sgarbi et al, 2006). Oltre all’ riduzione 
della produzione di energia, la patogenesi della malattia include un simultaneo 
aumento dello stress ossidativo, che risulta significativo quando associato ad alti livelli 
di mutazione. Lo stress ossidativo è rilevato direttamente misurando la produzione di 
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specie reattive dell’ossigeno (ROS), oppure indirettamente misurando l’attività della 
superossido dismutasi (SOD), e in genere si associa con una maggiore induzione 
all’apoptosi mitocondrio-mediata (Geromel et al, 2001) in quei tessuti il cui 
metabolismo è basato soprattutto sulla produzione aerobica di ATP, es. cervello e 
retina. Tuttavia la mutazione 8993T>G non è la sola a causare le sindromi NARP 
(nell’adulto) e MILS (nel bambino) e cambi allelici sono stati descritti in più nuclei 
familiari (Di Mauro et al, 2013). Il contributo relativo delle due componenti 
patogenetiche in questo caso sembra dipendere dal tipo di mutazione localizzata al 
livello nel nucleotide 8993: la mutazione T>G induce soprattutto un deficit energetico 
colpendo la produzione diretta di ATP mitocondriale, mentre la mutazione T>C 
favorisce maggiormente un incremento nella produzione dei ROS (Baracca et al, 
2007). Il difetto strutturale associato alle mutazioni più frequenti nel gene MT-ATP6 in 
individui che presentano il fenotipo clinico della sindrome NARP (ma anche la 
sindrome MILS) si riconduce all’azione diversa delle mutazioni all’interno del 
complesso enzimatico. Le mutazioni 8993 (T>G e T>C) comportano rispettivamente il 
cambio aminoacidico L156R ed L156P. Mutazioni simili associate raramente alla 
sindrome NARP e molto più frequentemente alla più grave sindrome MILS sono state 
descritte al nucleotide 9176 nello stesso gene MT-ATP6. Anche in questo caso le due 
mutazioni (9176T>G e 9176T>C) comportano la perdita di una leucina 
(rispettivamente L271R e L271P). Le mutazioni che cambiano una leucina “L” con 
un’ arginina “R” (L156R e L217R) sembrano agire direttamente sulla produzione di 
ATP attraverso il complesso dell’ATP sintasi , rispettivamente rendendo più labile il 
legame tra la subunità F0 e quella F1 e riducendo il flusso protonico attraverso la 
subunità F0. Minore invece la conseguenza sul flusso protonico delle mutazioni 
alleliche L156P e L217P. Si è ipotizzato che la spiegazione di ciò risieda nella diversa 
posizione dei due residui mutati all’interno della struttura della proteina. Secondo il 
64 
meccanismo rotatorio proposto sulla base del modello cristallografico dell’oloenzima 
in Escherichia coli (Rastogi et al, 1999), le interazioni dei corrispondenti amminoacidi 
nell’enzima umano R159 (nella subunità a) ed E58 (nella subunità c) sarebbero 
fondamentali per il passaggio dei protoni attraverso Fo all’interfaccia delle subunità 
a/c. Il residuo R159 interagisce anche con Q210, mentre il residuo L156 (che giace in 
prossimità di R159) interagisce con A50 (nella subunità c). L’introduzione della carica 
positiva data dalla arginina a seguito della mutazione in posizione 156 produce una 
instabilità nell’equilibrio delle cariche che guidano il flusso protonico verso la matrice 
mitocondriale, influenzando il movimento dell’anello c rispetto alla subunità a che 
normalmente favorisce i cicli di protonazione/deprotonazione dei residui compresi in 
questo distretto ed induce un cambio conformazionale delle eliche 4 e 5 nella subunità 
a dell’ATP sintasi (Schon et al, 2001). Al contrario, l’introduzione dell’amminoacido 
neutro prolina ha un effetto meno drammatico, non alterando le cariche elettriche ma 
solo la struttura conformazionale del canale attraverso cui avviene il flusso protonico. 
Di conseguenza, per un’ostacolo sterico, il flusso è rallentato ma non impedito e la 
produzione di ATP comunque consentita. All’altezza dell’alfa-elica 6 un simile 
meccanismo spiegherebbe il diverso effetto delle mutazioni L217R e L217P 
(Vazquez-Memije et al, 2009). 
 
Da un recente lavoro di revisione della letteratura riguardante le possibilità 
terapeutiche studiate per contrastare le malattie mitocondriali, è emerso che a tutt’oggi 
non esiste alcuna terapia realmente efficace (Pfeffer et al, 2012; Pfeffer et al, 2013) 
eccetto alcuni trattamenti sintomatici a base di pro-energetici utilizzabili nella pratica 
clinica delle patologie legate a deficit metabolici. A causa di questi insuccessi sul 
fronte terapeutico, e vista l’esigenza crescente di molte coppie di avere più garanzie 
sull’esito di un’eventuale gravidanza, la prima linea di sbarramento contro le malattie 
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mitocondriali consiste nella prevenzione della trasmissibilità del difetto genetico 
materno, per impedire il ripresentarsi della stessa malattia nelle generazioni 
successive. La strategia più idonea per la sindrome NARP attualmente è la diagnosi 
prenatale. 
L’analisi dei dati ottenuta nel presente lavoro di tesi evidenzia come la distribuzione 
della mutazione 8993T>G nei differenti tessuti tenda globalmente all’uniformità, come 
mostrato in tre pazienti su quattro (P1,P4,P11), rispecchiando l’assenza di un 
eventuale meccanismo di segregazione tessuto-specifico. La paziente 10 (madre di P1) 
ha mostrato invece un intervallo di variabilità più ampio (3-45%) e un livello di 
eteroplasmia di fascia più bassa rispetto al figlio. Quest’ultimo dato concorda con 
l’osservazione della tendenza del carico mutazionale ad aumentare nei figli (White et 
al, 1999); mentre la condizione di non-uniformità riscontrata può essere sfruttata per 
valutare a posteriori quale sia il tessuto materno più “informativo”, ovvero quello 
maggiormente in grado di giustificare un simile “shift” dei livelli di eteroplasmia nei 
tessuti del figlio; in questo caso il tessuto che ha correlato meglio è stato il bulbo 
pilifero dei capelli con il 45% di mutazione. 
Per la maggioranza dei disordini associati al mtDNA l’assenza di uniformità nei livelli 
eteroplasmici è la regola, esistendo di norma una marcata variazione nei tessuti 
rispetto al carico mutazionale, come ad esempio la “comune” mutazione MELAS 
(3243A>G) nel gene codificante il tRNA per la Leucina (UUR). In quel caso i livelli 
misurati nel sangue non correlano con la severità dei sintomi (Chinnery et al. 1997),  
sono solitamente più bassi rispetto a quelli nel muscolo, e la discrepanza tende ad 
aumentare con l’età (Poulton et al, 1993). In tal senso la sindrome NARP costituisce 
un’eccezione.  
I dati presenti in letteratura riguardanti la mutazione 8993T>G indicano che i livelli di 
mutazione nel sangue sono simili a quelli degli altri tessuti, rimanendo stabili nel 
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tempo, e che tali caratteristiche sono alla base della buona correlazione osservata nelle 
madri portatrici rispetto alle manifestazioni cliniche nei figli (White et al, 1999a; Dahl 
et al, 2000).  
 
 
 
 
Nella nostra casistica un paziente (P1) ha mostrato una moderata riduzione nel carico 
mutazionale del sangue rispetto agli altri tessuti, mentre sia fibroblasti che urina hanno 
registrato i valori più alti e, in misurazioni ripetute, una minor variabilità. Questo dato 
è in accordo con la tendenza odierna ad indicare l’urina come tessuto d’elezione per 
quantificare con maggiore precisione i livelli di eteroplasmia delle mutazioni del 
mtDNA e soprattutto per correlarne l’entità alla severità del fenotipo (Marotta et al, 
2009; de Laat et al, 2012). Nel lavoro presentato in questa tesi il grado di eteroplasmia 
nelle urine correlava meglio con le caratteristiche cliniche e con i valori di severità di 
malattia valutate dalla scala NAMDS. 
Sebbene i livelli di mutazione registrati nella sindrome NARP non mostrino variazioni 
correlate all’età o al tipo di tessuto nel periodo post-natale, la scarsità di dati circa la 
Fig.14 Grafici a torta sulla correlazione madre-figlio del carico mutazionale; le madri sono suddivise 
in 5 categorie con differenti livelli di eteroplasmia: a, 0%–20%; b, 21%–40%; c, 41%–60%; d, 61%–
80%; e, 81%–100% ; in ciascun grafico a torta sono rappresentate la proporzioni di figli con 
differente carico mutazionale appartenenti a madri della stessa categoria. (modificato da White et al, 
1999a)  
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segregazione della variante 8993T>G durante gli stadi di sviluppo precedenti alla 
nascita ha reso difficile la messa a punto di procedure di diagnosi prenatale e 
preimpianto. Le ricerche di White del 1999 rappresentano il primo tentativo di 
attribuire un valore clinico alla stabilità delle mutazioni 8993T>G/C nel counseling 
genetico alla luce della possibilità di calcolare la ricorrenza di rischio, definita come la 
probabilità di un esito clinico severo in un figlio data una certa percentuale di 
mutazione nella madre. La ricorrenza di rischio misurata a partire da un campione di 
tessuto particolare richiede che il carico mutazionale debba essere rappresentativo 
degli altri tessuti fetali e dell’individuo adulto, ciò che sembra effettivamente 
sussistere nel caso della NARP (White et al, 1999c). Se dall’analisi di diversi tessuti in 
una donna risulta una situazione di partenza omogenea nei valori di eteroplasmia, si 
presume che anche nelle cellule germinali vi siano valori simili; pertanto, tenendo 
conto dell’effetto collo di bottiglia, la condizione più probabile è che una donna con 
bassi livelli di mutazione abbia più ovociti con livelli bassi di mutazione, e viceversa. 
Inoltre studi successivi hanno confermato che per la mutazione 8993T>G l’analisi del 
villo coriale (o del liquido amniotico) è sufficientemente informativa del carico 
complessivo di mutazione nel feto in via di sviluppo e della sua evoluzione nel tempo 
(Steffann et al, 2007; Pettman et al, 2007). E’ per questo motivo che la diagnosi 
prenatale è risultata possibile nel caso della sindrome NARP. In altre patologie 
associate a mutazioni del mtDNA (es. mutazione MELAS 3243A>G) la condizione di 
non uniformità nei livelli di eteroplasmia materni inficia l’affidabilità dell’analisi del 
villo coriale, rendendo non praticabile questo tipo di diagnosi.  
Volendo affidarsi a un modello di ricorrenza di rischio per una consulenza pre-
concepimento, anche nel caso della NARP bisogna considerare che bassi livelli iniziali 
di mutazione non escludono la presenza di oociti con alto tasso di mutazione ma 
riducono soltanto la probabilità che possano essere fecondati. La mutazione 8993T>G 
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segrega in maniera preferenzialmente asimmetrica, dando luogo ad una popolazione di 
ovociti con livelli estremi di eteroplasmia, ovvero percentuali molto alte e molto basse 
di mutazione. Per cui in una donna con bassi livelli di mutazione è vero che alcuni 
ovociti con alti livelli possono superare il collo di bottiglia ed essere fecondati, ma 
anche è vero che l’analisi del villo coriale è in grado di intercettare un simile evento, 
dando alla coppia la possibilità di decidere se interrompere la gravidanza o meno. 
Infine il modello di ricorrenza di rischio esprime sempre una situazione “media”, 
pertanto la sua applicazione richiede la consapevolezza, da parte di chi ne usufruisce, 
del rischio di insuccesso insito in una simile previsione. Sulla base di queste 
considerazioni è stato pertanto possibile offrire in un dedicato setting clinico una 
corretta consulenza genetica al caso P4 ed al caso P11 e prospettare un’accurata 
diagnosi prenatale. D’altro canto è necessario anche offrire ulteriori alternative alle 
coppie a rischio di trasmettere una patologia mitocondriale.  
La diagnosi pre-impianto è una valida opzione per chi è portatore della mutazione 
8993T>G, soprattutto per coloro che devono obbligatoriamente ricorrere alla 
fertilizzazione in vitro. La segregazione asimmetrica di questa mutazione a livello 
della meiosi depone a favore dell’utilizzo di tale pratica, poiché consente di 
selezionare oociti con un tasso di mutazione al di sotto della soglia di rischio, talvolta 
persino pari a zero (Steffann et al, 2006). Questo però non è sempre vero, e in molti 
casi è possibile soltanto selezionare gli oociti con il minor tasso di mutazione 
(Bredenoord et al, 2008); perciò nell’impiego di questa metodologia ogni caso deve 
essere valutato singolarmente. Inoltre attualmente la legislazione italiana vieta il suo 
utilizzo per le coppie fertili. 
Con l’evoluzione delle tecniche molecolari ed il trasferimento nella pratica clinica 
delle metodologie di laboratorio, la più recente proposta avanzata nella prevenzione 
della trasmissione delle malattie mitocondriali è il trasferimento nucleare, attraverso il 
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quale è possibile “rimpiazzare” tutto il citoplasma (ed il mtDNA) di un ovocita. A 
differenza della classica donazione di ovuli sani, questa tecnica prevede che l’ovulo 
donato venga privato del suo nucleo e sostituito con quello della donna portatrice della 
mutazione mitocondriale; ciò può essere effettuato sia prima (spindle transfer) che 
dopo la fecondazione ( pronuclear transfer), e il risultato è che oltre al genoma 
materno e paterno, nell’embrione sarà presente il genoma mitocondriale della 
donatrice sana (Craven L et al, 2010). I primi tentativi su embrioni, eseguiti da un 
équipe di ricercatori dell’Università di Newcastle, vennero resi noti nel 2008 e 
suscitarono una notevole reazione da parte dell’opinione pubblica, al punto da 
spingere alcuni a vedere in questi esperimenti il primo passo verso la creazione di “un 
figlio con tre genitori”, un’immagine forse più suggestiva che reale.  
Questa tecnica ha il vantaggio di permettere a una donna di non dover rinunciare 
totalmente alla trasmissione del proprio patrimonio genetico. Tuttavia non è esente da 
rischi. L’efficacia dipende altamente dalla capacità di minimizzare il trasferimento dei 
mitocondri durante il trapianto del nucleo; anche la manipolazione stessa del nucleo 
pone dei rischi per il corretto sviluppo dell’embrione, ma gli studi su embrioni umani 
sono stati condotti su zigoti fertilizzati in maniera “abnorme” (Craven et al, 2010), una 
condizione già sufficiente a ridurre le capacità di sviluppo embrionali. Molte 
incertezze riguardano la possibile incompatibilità tra il genotipo nucleare del genitore 
e il genoma mitocondriale del donatore. Il significato biologico di questa disarmonia 
risiede nel fatto che la maggior parte delle proteine coinvolte nel metabolismo 
mitocondriale sono codificate dal nucleo (Calvo et al, 2006). La comunicazione inter-
genomica è finemente regolata all’interno della cellula e la sostituzione di tutta la 
componente mitocondriale comporta l’alterazione di un equilibrio che fino a quel 
momento presiedeva al dialogo tra i due genomi. Il trasferimento nucleare se da un 
lato risolve il problema eliminando il difetto, dall’altro introduce una potenziale 
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perturbazione che potrebbe riflettersi negativamente sul genoma nucleare (Smeets et 
al, 2013). 
 Infine è importante tenere in considerazione le scarse conoscenze disponibili 
riguardanti i rischi a lungo termine associati all’impiego di tutte le tecniche di 
riproduzione assistita (ART); nell’ultimo decennio infatti alcuni studi hanno mostrato 
un aumentato rischio relativo delle cosiddette “malattie da imprinting” nei figli nati 
mediante l’utilizzo delle ART, in particolare della sindrome di Beckwith-Wiedemann 
e della sindrome di Angelman (De Baun et al, 2003; Cox et al, 2002). Nonostante che 
il rischio assoluto resti comunque piuttosto basso, soprattutto in merito alla bassa 
incidenza di queste malattie (Odom et al, 2012), la possibilità che simili metodiche 
influiscano negativamente sui meccanismi epigenetici operanti nelle cellule germinali 
e durante le prime fasi del concepimento è un fatto osservato. Altri studi dovranno 
perciò stabilire la reale entità di questi rischi e la natura di quei fattori da cui 
dipendono l’effettiva praticabilità delle tecniche di riproduzione assistita. 
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6. CONCLUSIONI 
 
Come mostrato dall’analisi dei pazienti riportata in tabella 1 (cfr. 4.1 “risultati clinici”) 
solo 4 pazienti su 11 sono risultati positivi all’analisi genetica per la mutazione 
8993T>G, dei quali due presentavano la triade clinica (atassia, neuropatia e retinite 
pigmentosa) insita nell’acronimo della sindrome NARP. I restanti 7 sono invece 
risultati negativi per la mutazione, pur esibendo un quadro clinico parzialmente 
sovrapponibile a quello suggestivo di NARP. Tenendo in considerazione la possibilità 
che i 7 casi non definiti in questo lavoro di tesi costituiscano “fenocopie” della 
sindrome NARP, ossia patologie diverse ma fenotipicamente molto simili come la 
sindrome di Usher e la malattia di Refsum, una patologia della biogenesi 
perossisomiale, il primo obiettivo della futura ricerca sarà quello di verificare la 
possibile esistenza di altre mutazioni nel genoma mitocondriale del gruppo di pazienti 
risultati negativi. E’ anche possibile che la ricerca dell’eziologia molecolare si debba 
estendere al genoma nucleare laddove le analisi del mtDNA risultino inconcludenti. A 
questo proposito l’utilizzo di tecniche di sequenziamento di nuova generazione (NGS) 
e le analisi di whole mitochondrial genome (WMG) (es. pannello mito-Screen) (Tang 
et al, 2013), rappresentano un avanzamento concettuale non solo sul piano qualitativo, 
consentendo l’identificazione di nuove mutazioni nel più rapido tempo possibile, e 
quindi una miglior diagnosi differenziale, ma anche sul piano quantitativo permettendo 
nell’analisi del mtDNA una stima molto più precisa del carico mutazionale e offrendo 
una più ampia profondità di lettura di ogni singolo nucleotide. Alla luce di quanto 
esposto risulta evidente che la possibilità di una migliore e più precisa determinazione 
dell’eteroplasmia è un aspetto essenziale nella diagnosi prenatale delle patologie 
mitocondriali. Grazie alle metodiche di NGS ad alta resa recentemente è stato 
possibile discriminare e quantificare i relativi livelli di DNA fetale e materno 
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dall’analisi di un campione di sangue di una donna in corso di gravidanza (Xu et al, 
2013), fornendo la prova di principio che un simile metodo predittivo è tecnicamente 
possibile. Se queste applicazioni venissero estese al campo delle patologie del 
mtDNA, esse offrirebbero le premesse per il superamento dei metodi tradizionali più 
elaborati e maggiormente invasivi per le pazienti . 
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